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Abstract

TRPA1 channel as a potential mediator of drug-induced

gingival overgrowth

Gingival enlargement is a common side effect observed in patients treated with
antiepileptic (phenytoin and carbamazepine), immunosuppressant (cyclosporine
A) and some antihypertensive (nifedipine) drugs. However, the molecular

mechanisms behind gingival overgrowth by these agents are still unknown.

In a recent study, it was demonstrated that 1,4 dihydropyridines, including
nifedipine, can activate TRPA1 channel, a cationic channel expressed in
nociceptors, which is activated by many irritant compounds. Hence, we
hypothesized that TRPA1 could be the molecular target involved in drug-induced
gingival overgrowth.

In our studies, phenytoin, carbamazepine and nifedipine increased the
intracellular calcium levels in CHO cells expressing mouse TRPA1, and in HEK
cells expressing human TRPA1. Interestingly, these responses were not
observed in cells lacking TRPA1 or expressing TRPM8 or TRPV1. No such effect
was observed with cyclosporine A. By RT-PCR, we demonstrated that TRPA1,
TRPV1 and its capsaicin-insensitive isoform TRPV1b are expressed in cultured
human gingival fibroblasts (HGF). Calcium imaging showed that HGF cells
responded to TRPA1 agonists (e.g. mustard oil) and drugs producing gingival
enlargement. Moreover, activation of TRPA1 by phenytoin was blocked by
HCO030031, a specific blocker for this channel. Similarly, the use of shRNAs
against hTRPA1 in HGF cells reduced TRPA1 expression and activation by
phenytoin. Finally, this activation was markedly reduced in the presence of
ascorbic acid, folic acid and a-tocopherol, antioxidants that are reduced in blood
samples from patients with gingival enlargement.

Gingival enlargement may be caused by fibroblast proliferation or higher
synthesis and secretion of collagen by fibroblasts. By performing MTT cell
proliferation assay, we showed that none of these drugs induced proliferation of
HGFs. These results indicate that phenytoin, nifedipine and carbamazepine can
activate TRPA1 in native gingival fibroblasts increasing intracellular calcium, this



Abstract

increase in calcium could induce overexpression of cytokines and connective
tissue growth factor (CTGF) leading to gingival enlargement by increasing

collagen deposits.




TRPA1 channel is a mediator of oxaliplatin-induced

neuropathic pain:

Oxaliplatin is a chemotherapeutic drug used in the treatment of colorectal cancer.
This treatment can induce acute side effects, such as cold hypersensitivity and
paraesthesia, in 80% of the patients, and can evolve to a long-term neuropathy in
a fraction of the affected patients (around 15-20%).

The mechanism responsible for the peripheral neuropathy induced by oxaliplatin
is poorly understood. Oxaliplatin affects different ionic channels expressed in
peripheral sensory neurons, including reductions in sodium and potassium
currents leading to a decrease in the action potential amplitude. We found that
oxaliplatin reduces the response to elevated potassium chloride in Dorsal Root
Ganglia neurons and induces calcium channel Ca,1.2 overexpression. These
changes in voltage-gated channel expression could modify the sensory neuron
biophysics perpetuating long-term neuropathy symptoms. As these symptoms,
such as cold hypersensitivity, are triggered by cold exposure, we hypothesized
that cold-sensing TRP channels TRPA1 and/or TRPM8 could be mediating cold
hypersensivity in oxaliplatin-induced neuropathy.

In the present work, we demonstrated that oxaliplatin activates TRPA1 channels
expressed in heterologous systems (HEK 293 and CHO-TRPA1). This activation
was blocked by the specific TRPA1 antagonist HC030031, and also by the
reactive oxygen species chelator GSH. These results suggest that TRPA1
activation by oxaliplatin depends on oxidative stress. Moreover, we described
how oxaliplatin increased cold response and temperature threshold in TRPA1,
and reduced cold and menthol responses in TRPM8. At the molecular level,
oxaliplatin treatment induces overexpression of TRPA1, but not TRPM8. Taking
all this into account, we demonstrated that cold hypersensitivity in oxaliplatin-
induced neuropathy could be mediated by TRPA1 cold activation at warm
temperatures, but also by TRPM8 cold response inhibition. These results suggest
that at the chronic phase, TRPA1 overexpression would extend cold
hypersensitivity in oxaliplatin treated patients.



Introduccion

Transduccidon sensorial

La transduccién sensorial engloba la traduccién y codificacion de la informacion
generada tanto por estimulos externos como del propio cuerpo. La deteccion
de estimulos sensoriales se lleva a cabo mediante estructuras nerviosas
especializadas llamadas receptores sensoriales, que se encuentran ubicadas
en los 6rganos sensoriales y proporcionan al individuo la capacidad de obtener
informacion de las condiciones ambientales que lo rodean. Asi, estos
receptores sensoriales estan especializados en la deteccion de la naturaleza e
intensidad de los diferentes estimulos fisicos y quimicos a los que un
organismo se enfrenta. Los receptores sensoriales permiten la interaccién del

organismo con el medio y son clave para su adaptacion al entorno inmediato.
1. Sistema somatosensorial

El sistema somatosensorial se encarga de la codificacién de la informacion
sobre el tacto, la presion, el dolor y la temperatura de la piel, articulaciones y
musculos. En los mamiferos existen dos grandes vias somatosensoriales: la

via dorsal-lemniscal medial y la via espinotalamica (Figura 1).

Cada una de estas vias consta de tres neuronas que forman una cadena

sinaptica desde los receptores periféricos hasta la corteza cerebral:

= La neurona sensorial primaria, cuyo soma se encuentra ubicado en un
ganglio espinal o en el ganglio de un nervio craneal.

» La neurona sensorial secundaria, cuyo soma se encuentra en la materia
gris de la médula espinal o del mesencéfalo, con un axén que proyecta
hacia el talamo.

» La neurona sensorial terciaria, cuyo soma se encuentra en el talamo y

proyecta hacia la corteza sensorial primaria.

Una de las diferencias entre estas dos vias somatosensoriales radica en el
lugar en el que los axones cruzan la linea media; la via dorsal-lemniscal medial
no cruza la linea media hasta que la via alcanza el bulbo raquideo, mientras

que la via espinotalamica cruza la linea media tras entrar en la médula espinal.



Este cruce de axones en la linea media hace que la informacidon sensorial de

un lado del cuerpo sea procesada por el hemisferio cerebral opuesto.
1.1. Via dorsal-lemniscal medial:

La via dorsal-lemniscal medial se encarga de la propiocepcion y de transmitir la
informacion de mecanoreceptores de bajo umbral localizados en piel, musculos
y articulaciones. Las neuronas sensoriales primarias de esta via se localizan en
el ganglio raquideo. Los axones ascienden por la médula espinal y terminan en
los nucleos gracilis y cuneatus del bulbo raquideo donde se encuentran las
neuronas sensoriales secundarias. Los axones de estas neuronas cruzan la
linea media y se agrupan formando el lemnisco medial que asciende hasta el
nucleo ventroposterior del talamo donde hacen sinapsis con las neuronas
sensoriales terciarias. Estas neuronas proyectan sus axones a la corteza

somatosensorial en el giro post-central (Figura 1).
1.2. Via espinotalamica:

Las fibras de esta via transmiten informacion sobre dolor y temperatura. Los
axones de la via espinotalamica conectan la piel con el asta dorsal de la
médula espinal, donde hacen sinapsis con las neuronas sensoriales
secundarias. Los axones cruzan la linea media y continuan por la médula
espinal hasta el talamo, donde hacen sinapsis con las neuronas sensoriales
terciarias que transmiten la informacion hasta la corteza somatosensorial

(Figura 1).

Existen dos vias espinotalamicas: la via ventral, que procesa la informacion
tactil y la via lateral, que se encarga de la informacién relacionada con dolor y

temperatura.
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Figura 1. Representacion de las dos vias somatosensoriales. La
via dorsal-lemniscal medial, en rojo. Y la via espinotalamica, en
azul. (Adaptado de Purves D, Neuroscience. Cuarta Edicion, 2007).

2. Dolor y nocicepciéon

El dolor se define como una sensacidn desagradable y la experiencia

emocional asociada a una lesion tisular actual o potencial, mientras que la

nocicepcion se describe como el proceso neuronal de codificacion del estimulo

nocivo (Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor; IASP en inglés).

El dolor puede clasificarse en dos tipos: dolor nociceptivo y dolor no nociceptivo

(Bennett, 2010).

= Dolor nociceptivo: Es aquel que ocurre debido a la activacion de los

nervios periféricos por estimulos nocivos. Es una sensacién esencial

para la supervivencia del individuo (Nash, T., 2005). En este tipo de

dolor se englobaria el dolor inflamatorio, que es aquel que se produce




por la respuesta inflamatoria que se desencadena tras una lesion tisular
(Huang et al., 2006).
= Dolor no nociceptivo: Este tipo de dolor es debido a una disfuncién del
sistema somatosensorial. ElI dolor no nociceptivo engloba al dolor
neuropatico, éste surge como consecuencia de una disfuncion neuronal
que conlleva a la sensacion dolorosa (IASP, 2008).
La deteccidn de estimulos dolorosos o nocicepcion es llevada a cabo por
terminaciones nerviosas libres de neuronas sensoriales primarias, cuyos somas
se encuentran en los ganglios raquideos (DRG; del inglés Dorsal Root Ganglia)
y en los ganglios de los nervios craneales, como por ejemplo el ganglio
trigémino (TG; del inglés Trigeminal Ganglion).

Los ganglios raquideos estan formados por los cuerpos celulares de las
neuronas sensoriales primarias que se localizan en la columna vertebral
paralelos a la médula espinal. Las neuronas de los ganglios raquideos son
pseudounipolares, proyectan su axon periféricamente y a gran distancia, hacia
la piel y musculos, donde detectan el estimulo ambiental, y centralmente, hacia
la médula espinal, donde transmiten esta informacion a las interneuronas del
asta dorsal. Las neuronas sensoriales se pueden clasificar en funcion de la
modalidad del estimulo capaz de activarlas. De este modo, las neuronas
sensoriales se clasifican en propioceptores, mecanorreceptores de bajo umbral,
termorreceptores y nociceptores. Los nociceptores detectan estimulos
mecanicos de alto umbral o estimulos quimicos, mientras que los
termorreceptores detectan cambios de temperatura. La proyeccion periférica de
propioceptores y mecanorreceptores de bajo umbral termina en 6rganos
especializados en la piel y musculos (corpusculo de Meissner, células de
Merkel, corpusculo de Pacini, etc.). Sin embargo, los axones de termo y/o

nociceptores acaban en terminaciones nerviosas libres (Figura 2).
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Figura 2. Anatomia y organizacion funcional del tacto. (Patapoutian et al., 2003)

Los axones de las terminaciones nerviosas libres se engloban en dos tipos:

= Grupo Ad: Axones poco mielinizados y velocidad de conduccion de 5 a
30 m/s.

=  Grupo C: Axones no mielinizados y velocidad de conduccion < 2 m/s.

Las neuronas sensoriales primarias detectan una gran variedad de estimulos
(mecanicos, térmicos y quimicos), lo que sugiere que pueden tener receptores
moleculares especificos para cada uno de estos estimulos. La primera
evidencia sobre esta teoria la encontramos en la identificacion de corrientes
ionicas muy sensibles a la temperatura en la membrana de neuronas
sensoriales primarias (Cesare & McNaughton, 1996; Reichling & Levine, 1997).
Mas tarde, se clond el receptor de capsaicina TRPV1 (VR1) y se describio
como un nociceptor de mamiferos activado por temperaturas elevadas con un
umbral de 43°C. (Caterina et al., 1997; Caterina & Julius, 2001).

Desde el clonaje del canal TRPV1 hasta la actualidad, se ha atribuido a

numerosos miembros de la superfamilia de canales i6nicos TRP un papel



fundamental en los procesos de transduccion sensorial de los distintos
estimulos (Clapham, 2003).

3. Superfamilia de los canales TRP

El primer miembro de la superfamilia de canales TRP fue identificado en el ojo
de la mosca Drosophila melanogaster como una proteina asociada a la
fototransduccion. La caracterizacion inicial se realiz6 a partir de un mutante
que, a diferencia del fenotipo silvestre, carecia de una respuesta
despolarizante sostenida frente a un estimulo luminoso, presentando
unicamente potenciales de despolarizacion transitoria (frp: transient receptor
potential). Los mutantes trp se conocen desde 1969 (Cosens y Manning, 1969),
pero hasta décadas mas tarde no se los describi6 como canales i6nicos (Vaca
et al.,, 1995; Xu et al.,, 1997). A lo largo de los afos esta superfamilia se ha
convertido en uno de los grupos mas extensos de canales idnicos, con
representantes en una gran diversidad de especies, que van desde las
levaduras hasta los humanos (Huang, 2004; Montell, 2005; Pedersen et al.,
2005; Ramsey et al., 2006).

Los canales TRP, del inglés Transient Receptor Potential, desempefian un
papel fundamental en el proceso de percepcién sensorial. Algunos de estos
canales se expresan en las neuronas sensoriales primarias del sistema
nervioso periférico, donde estan implicados en la transduccion de los estimulos
de distintas modalidades sensoriales como el tacto, la temperatura y el dolor
(Figura 3). Los canales ionicos TRP son permeables a cationes de forma poco
selectiva. La mayor parte son permeables al ion calcio y suponen una via

regulada de entrada de este cation a la célula.
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3.1. Clasificacion de los canales TRP

La superfamila de canales ionicos TRP de mamifero se ha clasificado
tradicionalmente por la homologia de sus secuencias primarias de aminoacidos
(Venkatachalam et al, 2007), en lugar de por su selectividad, tipo de ligando,
regulacion, etc. debido a que estas caracteristicas son variadas y complejas.

De este modo, se divide en siete familias (Figura 4):

TRPC (Canonical) Familia formada por 7 miembros. Es la mas cercana

filogenéticamente al canal TRP de Drosophila.

» TRPV (Vanilloid) Familia formada por 6 miembros. Debe su nombre al
primer miembro identificado VR-1, receptor vaniloide, actualmente
conocido como TRPV1.

» TRPM (Melastatin) Formada por 8 canales, debe su nombre a que el
primer miembro identificado de esta familia, TRPM1, se denomind
melastatina al encontrarse por primera vez en melanomas benignos y
metastaticos (Duncan et al., 1998).

= TRPML Formada por 3 canales (ML1, ML2 y ML3) relacionadas con la
proteina MCOLN1 implicada en la enfermedad hereditaria Mucolipidosis

Tipo IV.

13
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= TRPP (Polycystin): Familia heterogénea que puede dividirse en dos
subfamilias, atendiendo a criterios estructurales.

= TRPN (NOMPC) En vertebrados, el unico miembro de esta familia,
TRPN1, se ha encontrado en el pez cebra.

= TRPA (Ankyrin): Formada por un solo miembro en mamiferos, TRPA1,
anteriormente conocido como ANKTM1, debido a los multiples dominios

de anquirina que presenta en su extremo amino terminal.
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Figura 4. Arbol filogenético de los canales TRP realizado a partir de la homologia de
secuencia proteica en mamiferos, salvo TRPN1. Cada familia esta representada por
un color. (Nilius & Owsianik., 2011).

3.2. Estructura de los canales TRP

Los canales i6nicos TRP forman tetrameros en su estructura cuaternaria. Cada
una de las cuatro subunidades esta formada por seis dominios a hélice
transmembrana (S1-S6) y dos dominios intracelulares amino y carboxilo
terminales (Figura 5). El poro del canal esta formado por el ensamblaje de cada
uno de los cuatro dominios transmembrana S5 y S6, y el lazo de aminoacidos
situado entre ambos. El filtro de selectividad i6nica esta situado en la parte
extracelular del poro del canal, en el lazo de aminoacidos situados entre las a

hélices transmembrana S5 y S6 (Voets & Nilius, 2003). En la cara
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citoplasmatica del poro los dominios S6 forman la compuerta que mediante su

apertura y cierre regula la entrada de cationes.
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Figura 5. (a) Representacion esquematica de la estructura general de los canales
TRP. (b) Anotaciones particulares para cada familia. (Adaptado de Nilius & Owsianik
et al. 2011)

3.3. Distribucion de los canales TRP

Los canales TRP estan ampliamente distribuidos por los distintos tejidos del
organismo, expresandose de forma ubicua en casi todos los tipos celulares
donde presentan distintas isoformas. Los canales i6nicos TRP pertenecientes a
la familia TRPC realizan diferentes funciones en el sistema nervioso central,
sistema vascular, musculo esquelético o pulmones. Se ha descrito también que
miembros de la familia TRPV se expresan en el sistema nervioso periférico,
corazon, piel, vejiga, musculo esquelético, rifidn o intestino. Por otro lado,
miembros de la familia TRPM realizan importantes funciones en el sistema

nervioso periférico, sistema inmune, piel, prostata, rifidon, pancreas o higado
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(Tsavaler et al., 2001; Peier et al., 2002; McKemy et al., 2002; Kiessling et al.,
2003; Stein et al., 2004).

3.4. Canales TRP y percepcion de la temperatura

Hasta el momento, siete miembros de la superfamilia de canales TRP han sido
descritos como canales ionicos sensibles a temperatura, cubriendo juntos un
amplio rango de las temperaturas que los mamiferos son capaces de detectar.
Cinco de estos canales TRP, cuatro pertenecientes a la subfamilia TRPV y uno
de la subfamilia TRPM, se activan por calor con temperaturas de activacion
caracteristicas comprendidas entre temperaturas moderadas (umbral > 25°C
para TRPV4; > 31°C para TRPV3) (Watanabe et al., 2002; Xu et al., 2002),
calor (> 40°C para TRPM3; > 43°C para TRPV1) (Vriens et al., 2011; Caterina
et al., 1997), y calor intenso (> 52°C para TRPV2) (Caterina et al., 1999; Rau et
al., 2007). Mientras que los canales TRPM8 y TRPA1 (ANKTM1) se activan por
frio (umbral < 28°C para TRPMS8; < 18°C para TRPA1) (McKemy et al., 2002;
Story et al., 2003).
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Figura 6. (a) Estructura de los canales TRP termosensibles. (b) Umbrales de
temperatura de distintos canales i6nicos TRP activados por temperatura
(termoTRPs). (Patapoutian et al., 2003).
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3.5. El canal ionico TRPA1

El canal TRPA1 esta considerado como uno de los principales sensores
quimicos del cuerpo humano ya que se activa en presencia de una gran
variedad de compuestos quimicos de diversa naturaleza. Numerosos estudios
han descrito al canal TRPA1 como la molécula implicada en la percepciéon de
compuestos irritantes e inflamatorios, tales como el aceite de mostaza (Jordt et
al. 2004). El canal TRPA1 ha sido descrito también como un canal iénico
sensible a temperaturas inferiores a 18°C (Story et al., 2003), aunque su papel
en la percepcidn de frio nocivo se encuentra bajo debate. Segun diversos
autores no existe una clara correlacion entre las neuronas sensoriales que
responden a frio y aquellas que responden al aceite de mostaza (Jordt et al.,
2004; Nagata et al., 2005), por lo que la apertura de TRPA1 se produciria por el
incremento del calcio intracelular y no debido al estimulo térmico per se
(Zurborg et al., 2007). Sin embargo, recientemente se ha demostrado mediante
experimentos de patch-clamp que TRPA1 puede ser activado por frio en
ausencia de calcio (Sawada et al., 2007; Karashima et al., 2009). Del mismo
modo, no se han encontrado respuestas a frio y cinamaldehido (agonista de
TRPA1; Bandell et al., 2004) en neuronas provenientes de ratones carentes de
TRPA1 (Fajardo et al., 2008; Karashima et al., 2009).

La estimulacién del canal TRPA1 excita neuronas nociceptivas, contribuye
significativamente a respuestas nocicefensivas, hiperalgesia inflamatoria y
estados de dolor neuropatico (Jiang et al., 2011). El papel reconocido del
TRPA1 en estados de dolor neuropatico le convierten en el objeto de estudio
ideal para la investigacion sobre este tipo de dolor.

A continuacion destacaremos algunos de los aspectos mas importantes de este
canal ionico, sobre el que se centra esta tesis doctoral.

El canal ionico TRPA1 se identificd originalmente en un cultivo de fibroblastos
como una proteina semejante a la anquirina, debido al gran numero de
repeticiones de este dominio presentes en el extremo amino (Jaquemar et al,
1999). Posteriormente, se clon6 a partir de neuronas del ganglio trigémino de
ratones adultos, en una subpoblacidon de neuronas sensoriales periféricas

implicadas en la nocicepcion, asignandole el papel de sensor del frio nocivo



(Story, 2003). Posteriormente, se postulo el papel del canal como sensor de

compuestos irritantes (Jord et al., 2004).
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Figura 7. TRPA1 es activado por numerosos compuestos irritantes,
tanto exdégenos como enddgenos. (Baraldi et al. 2010)

Segun estudios mas recientes, el canal TRPA1 se activa, entre otros, por
moléculas exogenas irritantes y por sustancias endogenas liberadas durante el
proceso inflamatorio (MacPherson et al., 2007) (Figura 7). En el sistema
nervioso periférico, el canal TRPA1 se expresa en un 28% del total de
neuronas del ganglio nodoso en roedores (Nagata et al., 2005). Los datos de
expresion en neuronas de los ganglios raquideos varian de un estudio a otro,
oscilando entre un 20 y un 56% del total. En neuronas del ganglio trigémino
esta cifra varia entre un 20 y un 36% (Jordt et al., 2004; Nagata et al., 2005;
Bautista et al., 2005; Obata et al., 2004 y Kobayashi et al., 2005).

El canal TRPA1 también se expresa en la vejiga (Du et al., 2007) y en los
sistemas digestivo (Nassenstein et al., 2008), respiratorio (Nassini et al., 2010),

y cardiovascular (Inoue et al., 2009).



3.5.1 Estructura del canal TRPA1

La secuencia de aminoacidos correspondiente al TRPA1 presenta 1125
residuos en el caso de la proteina murina y 1119 en el caso de la proteina
humana. De entre todos los aminoacidos, destacan las asparraginas 749 y 755
que, segun predicciones estructurales, pueden sufrir N-glicosilacion y ser
importantes en el trafico del canal a la membrana plasmatica. Esta modificacion
esta presente en varios miembros de la superfamilia de los TRP, pudiendo
afectar tanto a su trafico como a su funcion. (TRPM3: Vannier et al., 1998;
TRPC3 y TRPCB6: Dietrich et al., 2003; TRPV5: Chang et al., 2005; TRPV1:
Wirkner et al., 2005; TRPMS: Erler et al., 2006, Dragoni et al., 2006 y Pertusa et
al., 2012). El canal TRPA1 presenta un dominio Mano EF de unién a calcio en
el extremo amino terminal asi como multiples dominios de anquirina. Estos
dominios han sido descritos como dominios de unién proteina-proteina, aunque
en el caso de TRPA1 se han descrito como moduladores de la actividad del
canal, determinando su especificidad ante estimulos térmicos y quimicos
(Cordero-Morales et al., 2011).

TRPA1 puede activarse por una gran variedad de moléculas irritantes. Asi, los
compuestos electrofilicos (reactivos quimicos que reaccionan con compuestos
nucleofilicos aceptando un par de electrones y formando un enlace entre ellos)
como el aceite de mostaza pueden formar uniones covalentes de naturaleza
transitoria o permanente, con residuos del extremo amino terminal, y asi,
activar el canal. (Hinman et al., 2006). Otros compuestos reactivos como los
isotiocianatos, la alicina y los aldehidos insaturados son capaces de formar
estas uniones covalentes con cisteinas y otros residuos del N-terminal.
(Bautista et al., 2005).
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Figura 8. Estructura general de TRPA1 indicando las
cisteinas reactivas con compuestos electrofilicos.
(Adaptado de Takahashi & Mori., 2011).

Ademas, TRPA1 puede activarse en respuesta al estrés oxidativo. El oxigeno,
agentes fotosensibles como el naranja de acridina (Hill & Schaefer., 2008) e
incluso la luz ultravioleta (Takahashi et al., 2011) generan estrés oxidativo en el
interior celular lo que lleva a la liberacion de especies reactivas de oxigeno,
activando TRPA1 (Andersson et al., 2008).

Recientemente se ha demostrado que las prostaglandinas ciclopentenona
como el 15d-PGJ;, que se forman durante el estrés oxidativo, activan TRPA1
modificando los grupos sulfhidrilo de residuos del canal a través de reacciones
de adicion de Michael.
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Figura 9. Modificaciéon del grupo sulfhidrilo de una cisteina por accion
de compuestos reactivos disulfuro como es el 5-Nitro-2-PDS
(Takahashi et al., 2011).
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Del mismo modo, el peroxido de hidrégeno, especie reactiva de oxigeno que se
forma por la accion de la NAPDH oxidasa, activa TRPA1 mediante la formacién
de puentes disulfuro en las cisteinas (Andersson et al., 2008). También,
productos de la peroxidacion lipidica tales como el 4-HNE, 4-HHE y el 4-ONE,
que se forman durante el estrés oxidativo, activan TRPA1 (Uchida et al., 2003;
MacPherson et al., 2007; Andersson et al., 2008).

3.5.2 Relevancia fisiopatolégica del canal TRPA1

Como se ha mencionado anteriormente en esta seccion, el canal TRPA1 juega
un papel importante en la percepcion de estimulos dolorosos, tanto de
naturaleza fisica como quimica. Numerosos estudios conductuales han
confirmado la importancia de TRPA1 en la nocicepcion. Asi, la inyeccion
intraplantar de sustancias irritantes o intermediarios inflamatorios en ratones
con genotipo silvestre provoca un comportamiento nociceptivo en los animales
tratados (Bautista et al., 2006; Andersson et a., 2008). Sin embargo, estas
respuestas no se observan en ratones carentes de TRPA1. Esto es debido a
que las especies reactivas de oxigeno que se producen durante el estrés
oxidativo pueden activar TRPA1 y producir dolor inflamatorio (Cruz-Orengo et
al., 2008).

Asimismo, TRPA1 desarrolla un importante papel durante el proceso
inflamatorio y en el dolor asociado a este proceso. TRPA1 es activado por
multitud de compuestos endogenos, muchos de ellos mediadores inflamatorios
como el 4-HNE. La activacion de TRPA1 lleva al disparo de potenciales de
accion en las neuronas sensoriales primarias nociceptivas. A su vez, esta
actividad neuronal induce la liberacidn de neuropéptidos y neurotransmisores,
como NKA (Neuroquinina A), sustancia P y CGRP (del inglés Calcitonin gene
related peptide). Estos agentes inducen vasodilatacion y, en consecuencia,
reclutan células inmunitarias. Las células inmunes reclutadas, a su vez,
segregan moléculas de sefalizacion, incluyendo agonistas de TRPA1 como
son el hipoclorito (neutréfilos), peroxido de hidrégeno (granulocitos) y
prostaglandinas (mastocitos, macrofagos, células dendriticas). Al mismo
tiempo, el dafio tisular producido, conduce a la generacion de especies



reactivas de oxigeno que inducen la peroxidacion liposomal y la generacion
adicional de activadores de TRPA1. (Fanger et al., 2010).
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Figura 10. Activacién de TRPA1 mediada por especies reactivas
de oxigeno (Trevisani et al., 2007).

Recientemente se ha descubierto la importancia del canal TRPA1 en la
fisiopatologia del sistema respiratorio. Asi, TRPA1 media la activacién por
compuestos irritantes, oxidantes y alérgenos, de neuronas que inervan las vias
respiratorias lo que lleva a depresion respiratoria, obstruccion nasal, tos y
estornudos (Bessac et al., 2009; Birrell et al., 2009).

Por otro lado, se ha descubierto que una mutacién de ganancia de funcién de
TRPA1 causa el sindrome de dolor episodico familiar (Kremeyer et al., 2010),
una enfermedad muy rara que se caracteriza por fatiga, hipersensibilidad al frio

y falta de apetito.

3.5.2.1 El canal TRPA1 como posible mediador del agrandamiento gingival

inducido por farmacos

El agrandamiento gingival se caracteriza por el aumento del tamano de las
encias: las encias se engrosan de tal modo que pueden llegar a cubrir gran
parte de la dentadura, haciendo necesaria una intervencion quirurgica para la
eliminacién del exceso de tejido (Figura 11). Este agrandamiento es un efecto
secundario frecuente durante el tratamiento prolongado con alguno de los
siguientes farmacos: el bloqueante de canales de calcio nifedipina (Ramon et
al., 1984), antiepilépticos como la fenitoina (Kimball., 1939) y la carbamazepina
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(Dahllof et al., 1993) y el inmunosupresor ciclosporina A (Rateitschak-Pluss et
al., 1983).

Figura 11. Agrandamiento gingival en paciente
tratado con fenitoina (Arya y Gulati., 2012)

La nifedipina es una dihidropiridina bloqueante de canales de calcio
dependientes de voltaje que se usa en clinica para el tratamiento de la angina
de pecho y la hipertension. El tratamiento con nifedipina puede inducir el
agrandamiento gingival, siendo la incidencia variable entre el 0,5 y el 83%,
segun diversos estudios. (Barak et al., 1987; Slavin & Taylor, 1987; Fattore et
al., 1991; Barclay et al., 1992).

La principal accion de los antiepilépticos fenitoina y carbamazepina es la
reduccion de las convulsiones epilépticas gracias al bloqueo de canales de
sodio dependientes de voltaje. La incidencia del agrandamiento gingival para la
fenitoina se situa en torno al 50% (Dahllof et al., 1993; Casetta et al. 1997),
mientras que la carbamazepina produce agrandamiento de las encias en raras

ocasiones (Dahllof et al., 1993).

Por otro lado, el inmunosupresor ciclosporina A actua, principalmente, sobre
linfocitos inmunocompetentes. Su incidencia en el agrandamiento gingival varia
entorno al 25 6 30% en adultos (Boltchi et al., 1999).

El agrandamiento gingival se produce por la acumulacion de componentes de
la matriz extracelular, mayoritariamente colageno, en el tejido conectivo
gingival produciendo diversos grados de inflamacion (Lucas et al., 1985;
Deliliers et al., 1986; Kataoka et al., 2005). Se desconoce el mecanismo
molecular que lo produce, aunque existen varias teorias al respecto. La primera
teoria apunta a cambios en el metabolismo y dinamica del calcio intracelular.

Una disminucién en la entrada del calcio afectaria a la funcidon secretora de los
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fibroblastos gingivales, a la vez que se reduciria o incluso inhibiria la accién de
las colagenasas, inhibiendo a su vez el recambio de colageno y propiciando su
acumulacion (Bullon et al., 2007). Otra teoria apunta a la existencia de
fibroblastos de alta capacidad, sensibles a los farmacos que producen el
agrandamiento gingival y que provocarian la sintesis de grandes cantidades de
proteinas y colageno (Seymour et al., 1988; Gonzalez-Jaranay et al., 1991).
Ambas teorias sefalan a los fibroblastos gingivales como el componente
celular implicado en el agrandamiento gingival. Dado que el ion calcio podria
tener gran importancia en este proceso, esto nos llevo a preguntarnos por el
posible papel del canal TRPA1, un canal permeable a calcio, en los fibroblastos

gingivales y el agrandamiento gingival.

La primera evidencia que invita al estudio del agrandamiento gingival inducido
por farmacos a través de TRPA1 proviene del trabajo de El Karim y
colaboradores, los cuales demostraron la expresion de canales TRPAT1,
TRPM8, TRPV1 y TRPV4 en odontoblastos humanos (El Karim et al., 2011;
Solé-Magdalena et al., 2011) y en fibroblastos de la pulpa dental donde se
expresan los receptores TRPA1 y TRPMS8. (El Karim et al., 2011). Cabe
destacar que no se han encontrado evidencias de expresion de TRPM8 o
TRPA1 en odontoblastos de ratén. (Son et al., 2009).

Asimismo, el trabajo de Fajardo y colaboradores (Fajardo et al., 2008) en el que
demostraban que las dihidropiridinas activan TRPA1 expresado tanto en
sistemas heterdlogos como en neuronas del ganglio trigémino, nos sugiri6 la
idea de que TRPA1 podria estar involucrado en el agrandamiento gingival por
medio de su activacion por nifedipina. Asi, otros farmacos diferentes de las
dihidropiridinas y que también provocan el agrandamiento gingival como efecto
secundario, podrian activar el canal TRPA1.

Todos estos trabajos nos llevaron a investigar el efecto de los farmacos que
inducen el agrandamiento gingival sobre TRPA1, la expresion de este canal en
fibroblastos gingivales humanos y su posible papel en el agrandamiento

gingival.



3.5.2.2 TRPA1 como mediador del dolor neuropatico producido por
oxaliplatino

El oxaliplatino es un agente quimioterapéutico de tercera generacion derivado
del platino. Se usa en el tratamiento del cancer colorrectal y su accion principal
es la inhibicion de la transcripcion mediante la unidon covalente con el ADN
celular. El mayor problema en los tratamientos con compuestos basados en el
platino, como son el oxaliplatino, el cisplatino y el carbaplatino, es la resistencia
que las células tumorales adquieren o poseen enddgenamente a estos
farmacos. Esta resistencia se ha observado tanto para cisplatino como para el
carboplatino, pero no asi para el oxaliplatino (Cvitkovic., 1998). Otra ventaja del
oxaliplatino es que actua sobre células resistentes al cisplatino (Tordera &
Ferriols., 2000). Asimismo, el oxaliplatino, a diferencia del carboplatino,
presenta una baja incidencia en la mielosupresion, disminucion de actividad de
la médula Osea. Este hecho junto con la mayor eficiencia en tumores
resistentes a cisplatino han hecho que se generalice el uso clinico del
oxaliplatino (Rixe et al., 1996).

Sin embargo, el tratamiento con oxaliplatino presenta efectos secundarios
importantes sobre el sistema nervioso (Extra et al., 1990). En 2004 la Agencia
Americana de Alimentos y Medicamentos (FDA de las siglas en inglés) publicé
un estudio en el que sefalaron que mas del 70% de los pacientes que recibian
oxaliplatino desarrollaban neuropatia sensorial (Ibrahim et al., 2004). Aflos mas
tarde, en un estudio en el que se examinaron los efectos secundarios en 383
pacientes tratados con oxaliplatino e irinotecan, agente quimioterapéutico que
impide la mitosis celular, se comprobé como el 52% de los pacientes tratados
necesitaron de una reduccion en las dosis de los agentes quimioterapéuticos,
mientras que el 26% requirieron hospitalizacion debido a los efectos adversos
del tratamiento. (Ashley et al., 2007).

Los efectos secundarios del oxaliplatino sobre el sistema nervioso pueden

clasificarse segun el tiempo de duracion en:

= Agudos: Hipersensibilidad al frio, parestesia (sensacion anormal al tacto)
y disestesia (sensacion desagradable al tacto) de las extremidades.



= Cronicos: Disestesia irreversible en extremidades y déficits en
propiocepcion.

Los sintomas de la neuropatia inducida por el tratamiento con oxaliplatino se
desencadenan con la exposicion al frio ademas de conllevar hipersensibilidad a
bajas temperaturas (Extra et al., 1990; Gauchan et al., 2009; Anand et al.,
2010). Se creé que estos efectos secundarios se deben a la accion del
oxaliplatino sobre diversos canales i6nicos presentes en la membrana de las
neuronas sensoriales primarias. De este modo se ha descrito que el
oxaliplatino altera la amplitud del potencial de accién asi como la velocidad de
conduccion de los nervios sensoriales (Jaggi & Singh., 2012). Esta alteracion
del potencial de accién ha sido estudiada extensamente, caracterizandose el
efecto del oxaliplatino sobre los canales de sodio y potasio dependientes de
voltaje. Existe, sin embargo, cierta controversia respecto al efecto del
oxaliplatino sobre estos canales; por un lado, se ha mostrado como la amplitud
del potencial de accion en segmentos de nervios de rata mielinizados no se
modifica en presencia de oxaliplatino, del mismo modo que no se ha observado
efecto del oxaliplatino sobre canales de sodio dependientes de voltaje (Kagiava
et al.,, 2008). Por otro lado, se ha descrito como el oxaliplatino reduce las
corrientes de sodio en neuronas sensoriales de insectos, anfibios y roedores
(Grolleau et al., 2001; Benoit et al., 2006; Sittl et al., 2010). Finalmente, otros
estudios han constatado que el oxaliplatino modifica la dependencia de voltaje
de canales de sodio hacia valores mas negativos, aumentando la excitabilidad
neuronal (Benoit et al., 2006). Asimismo se ha descrito como el oxaliplatino
aplicado sobre neuronas del ganglio raquideo aumenta la amplitud de las
corrientes de sodio, aumentando a su vez la amplitud y duracién del potencial
de accion (Adelsberger et al., 2000). Mas concretamente, el bloqueo de los
canales de sodio dependientes de voltaje mediante un analogo de la tocaidina,
el compuesto NeP1, reduce los sintomas de la neuropatia inducida por
oxaliplatino (Ghelardini et al., 2010).

Respecto a los canales de potasio, se ha descrito la accidén inhibitoria del
oxaliplatino sobre estos canales expresados en neuronas sensoriales, una
inhibicion similar a la accién de la 4-aminopiridina sobre canales de potasio
dependientes de voltaje (Sittl et al., 2010). Por ultimo, se ha descrito como la



activacion de canales de potasio de la familia K,7 reduce la hiperexcitabilidad
neuronal atenuando los sintomas agudos de la neuropatia inducida por
oxaliplatino. (Sittl et al., 2010).

En 2012 Sittl y colaboradores identificaron al canal Na, 1.6 como el mediador
del efecto del oxaliplatino a bajas temperaturas sobre las neuronas sensoriales,
ya que la aplicacion de oxaliplatino y frio en estas neuronas en cultivo aumenta
el tamano de la corriente de sodio en el canal Na, 1.6 y reduce su tiempo de
inactivacion (Sittl et al., 2012). Sin embargo, en este trabajo no se han tenido
en cuenta otros canales sensibles a bajas temperaturas, como son los canales
TRPA1 y TRPMS8 a la hora de intentar explicar los efectos del oxaliplatino y el
frio sobre neuronas del ganglio raquideo.

La sensibilidad al frio que se produce en la neuropatia inducida por oxaliplatino
podria estar mediada por los canales TRP sensibles a bajas temperaturas,
TRPMS8 y/o TRPA1; diversos autores han identificado a uno de estos dos
canales como el responsable de la hipersensibilidad al frio inducida por
oxaliplatino. Asi, se ha demostrado que la inyeccion intraperitoneal de
oxaliplatino (3 mg/kg) produce la sobreexpresion de TRPMS8 tanto en ratones
como en ratas, tres o cinco dias tras la inyeccion, respectivamente (Gauchan et
al., 2009; Kawashiri et al., 2012). En humanos también se ha visto cémo la
aplicaciéon de mentol, agonista de TRPMS8, en la lengua en pacientes con
cancer colorrectal tratados con oxaliplatino produce sensacién de frio a menor
concentracion de mentol respecto de la concentracion a la que esta sensacion

se produce en pacientes sanos (Kono et al., 2011).

Respecto del canal TRPA1, la inyeccion de oxalipaltino (1-10 mg/kg) induce
alodinia térmica en ratones con fenotipo silvestre pero no en ratones
deficientes en TRPA1 (Nassini et al, 2011). Del mismo modo, la
hipersensibilidad al frio desaparece con la administracion del bloqueante
especifico para TRPA1, el compuesto HC030031 a 100 mg/kg (Zhao et al.,
2012). A nivel celular, el oxaliplatino activa el canal TRPA1 expresado en
sistemas heterdlogos; sin embargo, no activa el canal expresado en neuronas

del ganglio raquideo. Esta activacion es dependiente de glutation, ya que en



presencia de este quelante de especies reactivas de oxigeno, no se observa
activacion de TRPA1 por parte del oxaliplatino (Nassini et al., 2011).

Estas especies reactivas de oxigeno surgen del estrés oxidativo celular que se
produce en el modelo de dolor neuropatico inducido por oxaliplatino, y se
caracteriza por un aumento en la peroxidacion lipidica, incremento de la
hidroxilacion del ADN vy la introduccion de grupos carbonilo en las cadenas
laterales de las proteinas (Di Cesare Mannelli et al., 2012). Asimismo, los
efectos del oxaliplatino in vivo pueden ser revertidos mediante la
coadministracion de antioxidantes como la vitamina C o la acetil-L-carnitina. La
administracion de acetil-L-carnitina en ratas que estan siendo tratadas con
oxaliplatino reduce la hiperalgesia mecanica, sin reducir el efecto antitumoral
del agente quimioterapéutico. Otro compuesto antioxidante, la silibina,
inyectado en ratas a una concentracion de 100 mg/kg previene el dafio
oxidativo producido por el tratamiento con oxaliplatino (2,4 mg/kg durante 21
dias). La coadministracion de silibina y a - tocoferol reduce a la mitad la
amplitud de las respuestas nociceptivas ante estimulos mecanicos y térmicos

en animales tratados con oxaliplatino. (Di Cesare Mannelli et al., 2012).

Con todos estos datos en cuenta, nos preguntamos si los efectos secundarios
del oxaliplatino sobre el sistema nervioso se debian a la activacion de canales
TRP sensibles a frio (TRPA1 y/o TRPM8). Del mismo modo nos propusimos
identificar qué otros canales idnicos podian estar mediando este efecto ya que
existen evidencias de la importancia de los canales de calcio tipo L en la
hiperalgesia producida por el tratamiento con oxaliplatino (Kawashiri et al.,
2012). En otros modelos de dolor neuropatico como el que se produce tras la
ligacion del nervio ciatico, se ha descrito como los canales de calcio tipo L
varian su expresion en las neuronas del asta dorsal de la medula espinal
(Dobremez et al., 2005). Del mismo modo, el micro ARN que controla la
expresion del canal de calcio tipo L Cav 1.2, miR-103, también varia en este
modelo de dolor neuropatico en ratas (Favereaux et al., 2011). Los micro ARN
son secuencias cortas, de 18 a 25 nucledtidos, no codificantes y muy
conservadas en la evolucion. Su funcion principal es la regulacion de la
expresion geénica. Los micro ARN inhiben la expresion de su gen diana al
unirse a la region no codificante 3'-UTR (del inglés Untranslated region) de su



ARN mensajero. (Lujambio & Lowe., 2012).

Finalmente, con el objetivo de vincular efectos agudos y cronicos, nos
preguntamos si el tratamiento con oxaliplatino conllevaba cambios de
expresion de los canales ionicos TRPA1, TRPMS8, Cav 1.2 y sus micro ARN.



Objetivos:

1.

El canal TRPA1 como posible mediador del

agrandamiento gingival inducido por farmacos:

1.1.Comprobar la posible expresion de canales TRP en los fibroblastos
gingivales humanos.

1.2. Verificar la posible activacion de TRPA1 por farmacos que producen
agrandamiento gingival.

1.3. Dilucidar el posible efecto de los farmacos que producen agrandamiento

gingival sobre la proliferacion de los fibroblastos gingivales humanos.

. El canal TRPA1 como mediador del dolor neuropatico

producido por oxaliplatino:

2.1.Comprobar el efecto del oxaliplatino sobre la funcion de canales
dependientes de voltaje y canales TRP, enfocando el estudio sobre el
canal TRPA1.

2.2.Estudiar el efecto del oxaliplatino sobre neuronas sensoriales del
ganglio raquideo en cultivo.

2.3.Cuantificar los cambios de expresion génica en estas neuronas
producidos por el tratamiento con oxaliplatino en animales de
experimentacion.

2.4.Estudiar el efecto del tratamiento con oxaliplatino sobre la conducta de

ratones de experimentacion.



Materiales y métodos

1. Experimentacién con animales:

En el presente estudio realizamos diversos experimentos que requirieron el
uso de ratones de laboratorio. El uso y cuidado de los animales de
experimentacion lo realizamos siguiendo las directrices de la legislacion
europea (Directiva 2010/63/UE) y espanola (Ley 32/2007 y Real Decreto
1201/2005), a continuacién se detalla la cepa de raton utilizada en cada

experimento.
1.1 Tipo de animales de experimentacion:

Los ratones utilizados para los cultivos de neuronas de ganglio raquideo
fueron de la cepa C57BL/6, de entre 4 y 6 semanas de edad.
Los animales empleados en el tratamiento con oxaliplatino fueron C57BL/6.

La edad de estos ultimos animales era de entre 5 a 7 semanas.
1.2. Tratamiento de ratones con oxaliplatino:

El tratamiento con oxaliplatino (6 mg/kg) consisti6 en 1 unica inyeccion
intraperiotoneal. El vehiculo utilizado para disolver el oxaliplatino fue una

solucion acuosa suplementada con 5% de glucosa.
2. Técnicas de Conducta:

2.1.Test de peso dinamico:

Los ratones tratados con oxaliplatino o su vehiculo fueron utilizados para el
test conductual de peso dinamico. Este test utiliza un sistema de sensores
que permite calcular tanto el tiempo que el animal pasa apoyado en cada pata
como la fuerza que ejerce mientras que el animal se desplaza libremente por

un habitaculo cuadrangular transparente (BIO-DWB-M, Bioseb).

El sistema de sensores (BIO-DWB-M, Bioseb) se conectd a un ordenador que
procesé los datos junto con las imagenes de una camara web (NGS) que

registro los movimientos de los animales durante el experimento. El uso del



software DWB (Bioseb) nos permitié el calculo de peso y movimiento medidos
por el sensor y la discriminacion en cada extremidad gracias al uso de los

videos registrados por la camara.

Los animales se emplazaron individualmente en el habitaculo y, tras 10
minuto de habituacidn, procedimos a realizar las mediciones: dos registros por

animal de 5 minutos de duracién cada uno.

3. Cultivos Celulares:
3.1.HEK 293:

La linea celular HEK 293 (del inglés Human Embryonic Kidney) es una linea
celular de morfologia fibroblastoide obtenida a partir de cultivos procedentes
de tejido renal de fetos humanos. Esta linea se mantuvo utilizando el siguiente
medio de cultivo:

= DMEM GlutaMax (Gibco)

= Suero bovino fetal al 10% (v/v)

=  Penicilina 100 U/ml

= Estreptomicina 100 pg/mi

Las células se mantuvieron a 37°C y en un incubador con la humedad

controlada y una atmosfera de CO; del 5%.

3.2. HGF:

Las células HGF (del inglés: Human Gingival Fibroblasts) provienen de un
cultivo primario de células gingivales humanas, y fueron adquiridas a través
de la empresa Innoprot (Innoprot. Vizcaya, Espana). Esta linea primaria se

crecio con el siguiente medio de cultivo:

= Medio FM (Innoprot)

= Suero bovino fetal 10% (v/v)

= Suplemento de crecimiento para fibroblastos 10% (v/v)
= Penicilina 100 U/ml

= Estreptomicina 100 pg/ml

= Gentamicina 50 pg/ml



Las células se mantuvieron a 37°C y en un incubador con la humedad

controlada y una atmosfera de CO del 5%.
3.3.CHO:

La linea celular CHO (del ingles Chinese Hamster Ovary), deriva de células
ovaricas de hamster enano chino. Esta linea se crecié con el siguiente medio

de cultivo:

= DMEM (Gibco)

= Suero fetal bovino 10% (v/v)
= Penicilina 100 U/ml

= Estreptomicina 100 pg/ml

=  Glutamax 2% (v/v)

Las células se mantuvieron a 37°C y en un incubador con la humedad

controlada y una atmosfera de CO; del 5%.
3.4. CHO-TRPA(1:

Linea celular producida por el laboratorio de Ardem Patapoutian (Instituto de
investigacion Scripps, La Jolla, EE.UU) a partir de la linea CHO. La linea
CHO-TRPA1 posee la transfeccion estable del canal ibnico TRPA1 de raton.

Esta linea se creci6 con el siguiente medio de cultivo:

= DMEM (Gibco)

= Suero fetal bovino 10% (v/v)
= Penicilina 100 U/ml

= Estreptomicina 100 pg/ml

=  Glutamax 2% (v/v)

= Blasticidina 5 pg/ml

La blasticidina seleccioné las células que poseian el plasmido con el TRPA1,
ya que estas tenian el gen de resistencia a blasticidina (brs). La blasticidina
inhibid la sintesis proteica en las células que no tenian el plasmido con el

TRPA1, ni tampoco el gen bsr, y finalmente murieron.



Las células CHO-TRPA1 se mantuvieron a 37° C y en un incubador con la

humedad controlada y una atmosfera de CO; del 5%.

Para inducir la expresion del canal TRPA1 en estas células, anadimos 0,75
pg/ml de tetraciclina en el medio de cultivo. Tres horas después, el medio se

reemplazé por medio de cultivo fresco.
3.5. Transfeccidn transitoria de células HEK 293:

El TRPA1 murino se encontraba clonado en el plasmido pcDNAS5, mientras
que el TRPA1 humano estaba en el plasmido bicistronico pIRES-EGFP.
Ambos fueron introducidos en las células HEK usando el agente de

transfeccion lipofectamina 2000 (Invitrogen), a razon de:

= 3 ul de lipofectamina por transfeccion.

= Medio DMEM sin FBS, hasta completar los 50 ul por transfeccion.
La mezcla se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente, y se afiadio:

= 2 ug del plasmido

= DMEM sin FBS, hasta completar los 50 ul por transfeccién
Esta mezcla, con un volumen final de 100 ul, se incub6 posteriormente
durante 20 minutos a temperatura ambiente para después afadirla a las

células. Seis horas mas tarde se procedio a retirar el medio reemplazandolo

por medio completo fresco.
3.6. Transfeccion transitoria de células HGF:

Los diferentes ARN de interferencia contra TRPA1, se encontraban clonados
en el plasmido bicistrénico psiHIV-UG. Para la transfeccion de células HGF
usamos el mismo protocolo que para las células HEK 293, cambiando el
medio DMEM por el medio de fibroblastos FM (Innoprot).

3.7. Tripsinizacién

Una vez las células llegaban a confluencia, se despegaron del sustrato por
tripsinizacion. Para ello lavamos los frascos de cultivo con medio sin

completar, con el objetivo de retirar todos los restos de suero presente en el



medio completo que pudieran inhibir la accion de la tripsina. Afadimos 1 ml
de solucién de tripsina comercial (GIBCO) a las células, y se dejo actuar
durante 1-2 minutos a 37° C. Una vez las células empezaron a despegarse,
afadimos 5 ml de medio completo y centrifugamos a 1000 r.p.m. durante 5
minutos. Retiramos el sobrenadante, y el sedimento celular se resuspendio en
el volumen que se considerd oportuno, dependiendo de la cantidad de células
de partida. Para conocer la concentracion de células, apartamos 10 ul de
suspension celular y se contd el numero de células mediante una camara de

Neubauer.
3.8. Congelacion de células

Las células se hicieron crecer hasta confluencia en un frasco de 25 cm? y se
tripsinizaron de la manera descrita anteriormente. El sedimento celular final se
resuspendio en una mezcla de 10% DMSO y 90% de Medio Completo, y se
traspaso la suspension a un criotubo. La congelacion se realizé de manera
escalonada: un primer paso a -20°C de 2 a 3 horas, un segundo paso durante
tres dias a -80°C, y por ultimo se transfirieron a un contenedor de nitrogeno

liquido, donde se almacenaron hasta su uso.
3.9. Descongelacion de células

Los criotubos, con la suspensidn celular congelada, se extrajeron del
nitrégeno liquido y se introdujeron rapidamente en un bafio a 37°C. Una vez
descongeladas las células, el contenido del criotubo fue diluido en 5 ml de
medio completo, previamente atemperado a 37°C, y finalmente sembrado en
un frasco de 25 cm?.

3.10. Cultivo primario de neuronas de ganglio raquideo:

Los ganglios raquideos se extrajeron de ratones adultos de la cepa C57BL/6
de entre cuatro y seis semanas de edad.

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical. La visualizacién de los
ganglios raquideos, se realiz6 emplazando la columna vertebral diseccionada
bajo una lupa binocular (Leica), de este modo se extrajeron los ganglios
enteros y se depositaron en una placa con medio HBSS (Invitrogen) en hielo.



Una vez extraidos todos los ganglios, estos se dejaron en una mezcla de

colagenasal/dispasa (1 mg/ml) durante una hora a 37°C.

La disociacion enzimatica se pardé con 0,5 ml de HBSS suplementado con
suero fetal bovino, posteriormente, se realizé la disociacion mecanica con una
pipeta Pasteur de vidrio. Tras lo cual, filtramos la suspension celular a través
de un filtro de malla de 0,4 um, y se centrifugd a 1000 r.p.m. durante 5

minutos a temperatura ambiente.

El sobrenadante resultado de la centrifugacion se desechd, mientras que el
sedimento se resuspendié en medio DRG, y se sembro en la placa de cultivo.

El cultivo de neuronas se mantuvo a 37° C, en un incubador con la humedad

controlada y una atmosfera de CO, del 5% durante un maximo de 48 horas.

Medio DRG:

= MEM (Gibco)

= Solucion vitaminada MEM 1% (v/v) (Gibco)
= Suero fetal bovino 10% (v/v) (Gibco)

= Penicilina 100 U/ml

= Estreptomicina 100 pg/ml

= Factor de crecimiento neuronal (NGF) 1 pg/ml (Sigma-Aldrich)

4. Métodos de Biologia Celular:
4.1. Ensayo de proliferacion celular:

Para el estudio de la proliferacion celular utilizamos el ensayo basado en el
bromuro de dimetil tiazolil difeniltetrazolio o MTT. Este ensayo se fundamenta
en la reduccion intracelular del MTT a formazan (Mosmann, 1983).

Las células vivas convierten el MTT a formazan insoluble, éste se solubiliza al
afadir al cultivo una solucién de cloruro de hidrogeno y SDS, al solubilizarse
el formazan, el medio celular adquiere color. La intensidad del color es
cuantificable mediante espectrofotometria a 570 nm, y directamente



Materiales y métodos

proporcional a la cantidad de células vivas presentes en el medio.

Las células HGF se sembraron en una placa de 96 pocillos a razén de 5000
células por pocillo. Tras 24 horas, afadimos al medio de cultivo de cada
pocillo, la sustancia quimica sujeta a estudio. Al dia siguiente, en el caso del
protocolo a 24 horas y a la semana en el caso del protocolo a 7 dias, el medio
fue reemplazado por 100 yl de medio fresco junto con 10 pl de solucion MTT
a 12 mM, tras 4 horas de incubacion a 37°C, se afiadieron 100 pl de solucion
SDS-HCI a cada pocillo. Finalmente, y tras otras 4 horas de incubacion a

37°C, medimos la absorbancia a 570 nm.

0,2
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Figura 12. La concentracién celular es directamente
proporcional a la densidad éptica medida a 570 nm tras
la conversion del MTT a formazan en el interior de las
células.
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4.2. Imagen dinamica de calcio:

Los niveles de calcio intracelular se determinaron mediante el analisis
fluorimétrico con la sonda fura-2, utilizando el método ratiométrico. El fura-2
se excita a dos longitudes de onda, 340 y 380 nm, siendo la razon de las
fluorescencias de emision (Fs40/F3s0) correspondientes a las dos longitudes de
onda de excitacion, directamente proporcional a la concentracién de calcio
intracelular (Grynkiewicz et al., 1985). Para la medida del cociente 340/380
usamos un sistema de imagen basado en un monocromador, en este caso el
modelo Polychrome IV (TILL Photonics) y una camara CCD Orca ER
(Hamamatshu) conectada a un microscopio modelo Axioskop (Zeiss). El
monocromador y la camara CCD se controlaron con el programa informatico
METAFLUOR (Universal Imaging).

Las células, sembradas a una concentraciéon de 100 mil células por mililitro, se
cargaron durante 1h a 37°C con una solucién que contenia Fura 2-AM a una
concentracion final de 5 yM, 0,02% de Plurénico y 1 ml de solucion control
HEPES a un pH de 7,4:

* 140 mM Na CI

= 5mM KCI

= 2mM Ca Cl;

= 1 mM Mg Cl;,

= 10 mM Glucosa

El analisis de los datos de imagen de calcio lo realizamos mediante el
programa Origin 8. Medimos el incremento del cociente de fluorescencia a la
longitud de onda de 340 nm frente a la de 380 nm, este cociente se
representa como la diferencia entre el valor maximo del cociente tras la

aplicacion del agonista y el nivel basal.
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Figura 13. Ejemplo de respuesta de una célula frente a un agonista
quimico (agonista A). El método utilizado para la valoraciéon de la
respuesta se basa en el calculo del incremento de la razén de
fluorescencia a 340 nm frente al nivel de fluorescencia a 380 nm.
Para ello se mide el valor del cociente F340/F380 en el punto b, y se
le substrae el valor del mismo cociente en el punto a.

5. Técnicas de Biologia Molecular:

5.1. Western — Blot:

Esta técnica se basa en la separacion de las proteinas en funcion de su peso
molecular en un gel desnaturalizante SDS-PAGE vy la posterior
electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa, donde se realiza la

inmunodeteccidn con los anticuerpos correspondientes.

El primer paso para la obtencidn de las muestras fue recoger las células HGF
sembradas a 100 mil células por mililitro de la placa de cultivo, realizando dos
lavados previos con PBS 1X para la eliminacion del medio de cultivo,
posteriormente las células se resuspendieron en 300 pl de tampdén RIPA por
cada pocillo de placa de 6 y se centrifugaron 5 minutos a 1000 r.p.m. y a 4°C.
El sedimento celular se hizo pasar por una aguja de 29G para la obtencion del
extracto proteico total, el cual se midi6 mediante el método del acido
bicinconinico (BCA, de Pierce).



Para hacer efectiva la separacion en el gel del SDS-PAGE hay un paso previo
de desnaturalizacion de las proteinas, que esta mediada por el B-
mercaptoetanol y el SDS presentes en el tampdn de carga y por la ebullicion
de la muestra. Los extractos proteicos a 30 microgramos de proteina con el
tampdn de carga 2X se calentaron a 95°C durante 5 minutos y posteriormente
fueron centrifugados durante 10 s a 11.000 g. Finalizado el proceso, se
cargaron los 30 microgramos de proteina con el tampon de carga en un gel
del 7,5% de poliacrilamida.

Este tipo de electroforesis requiere un gel superior, de apilamiento, y un gel
inferior, de separacion. El primero contiene un porcentaje de acrilamida bajo,
constante para cada gel y un pH de 6,8, mientras el segundo tiene un
porcentaje de acrilamida mayor, que dependera del peso de la proteina que
se quiera resolver, y un pH de 8,8. Se utilizo el sistema minigel vertical Mini-
protean 3 (Bio-Rad). La electroforesis se corrio a 160 V, dejando que las
muestras migraran hasta que el frente de azul de bromofenol (presente en el
tampon de carga) saliera del gel. Tras finalizar la electroforesis, las proteinas
del gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Whatman). La
transferencia se realizd a 70 V y 4°C durante 2 horas en tampon de
transferencia. Posteriormente, se bloqued la membrana durante 1 hora en
tampdédn TBS con 10% de leche en polvo (tampdén de bloqueo). Una vez la
membrana estuvo bloqueada, se incubd con el primer anticuerpo en tampon
de bloqueo, durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavo la
membrana con T-TBS, 3 veces durante 10 minutos, y se incubd la membrana
con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante
(HRP de horseradish peroxidase), durante 1 hora a temperatura ambiente, en
tampdn de bloqueo. Finalizada la incubacion con el anticuerpo secundario, se
hicieron 3 lavados de 10 minutos con T-TBS, y por ultimo se revel6 la
membrana con el sistema basado en luminiscencia Luminata Forte (Millipore).
El sistema de captacion de imagen utilizado fue el equipo Bioimager (Fuijifilm),
y el programa para la cuantificaciéon y tratamiento de las imagenes fue el
Image Gauge V 4.0 (Fujifilm).



Tampén salino PBS (pH 7,4): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM
Na;HPOy4, 1,4 mM KH.POs,.

Concentrado de céctel de inhibidores (x40): 1 tableta de coctel de
inhibidores Complete Mini (Roche) en 250 ml de tampon.

Tampén RIPA: PBS (pH 7,4), 0,1% (w/v) SDS, 1% (v/v) Nonidet P-40,
0,5% (w/v) deoxicolato, 1:40 del concentrado del coctel de inhibidores.

Tampon de carga 2x: 50 mM Tris-Cl, pH 6,8, 4% (w/v) SDS, 10% (v/v)
glicerol, 4 % (v/v) de 2-B-mercaptoetanol, 0,001% (w/v) de azul de
bromofenol.

Gel superior o apilador (4% Acrilamida): 130 mM Tris-Cl, pH 6,8, 4%
solucion comercial de Acrilamida (30% Acrilamida/0,8% bis-Acrilamida;
Sigma-Aldrich), 0,1% (w/v) SDS, 1:50 Solucion Persulfato de Amonio
(Sigma-Aldrich) en H2,O 10% (w/v), 1:500 Solucion comercial TEMED
(Sigma-Aldrich).

Gel inferior o separador (7,5% Acrilamida): 375 mM Tris-Cl, pH 8.8,
7,5% solucion comercial de Acrilamida (30% Acrilamida/ 0,8 %bis-
Acrilamida), 0,1% (p/v) SDS, 1:50 Solucion Persulfato de Amonio 10%
(p/v), 1:500 Solucion comercial TEMED.

Tampén de electroforesis: 25 mM Tris-base, 192 mM Gilicina, 1 %
(p/v) SDS.

Tampoén de Transferencia: 25 mM Tris-base, 192 mM Gilicina.
Tampén salino TBS (pH 7.6): 20 mM Tris-base, 137 mM NacCl.
T-TBS: TBS, 1% (v/v) Tween 20 (Sigma-Aldrich).

Tampén bloqueo: TBS, 10% (p/v) leche en polvo.
Anticuerpos primarios:

o Anti-hTRPV1: VR1 - C15 hecho en cabra de Santa Cruz
Biotechnologies, usado a una dilucion 1/1000.

o Anti- 3 actina: AC-15 hecho en raton de Sigma Aldrich, usado a
dilucion 1/1000.

Anticuerpos secundarios:
o Anti-cabra: de Sigma-Aldrich, usado a una dilucion 1/2000.

o Anti-raton HRP: de Sigma — Aldrich, usado a una dilucion de
1/2000.



5.2. RT-PCR:

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (del inglés
Reverse transcription polymerase chain reaction) se basa en la
retrotranscripcion de una hebra de ARN en ADN complementario (ADNc)
usando una enzima llamada transcriptasa inversa, el resultado, se amplifica
en un PCR tradicional y se visualiza en un gel de agarosa al 2%. La presencia
en el gel de las bandas de interés, indica la expresion génica de dichas
secuencias en el tejido o célula de estudio. Se trata por tanto de una técnica
semicuantitativa de expresion génica.

Esta técnica la realizamos con el animo de comprobar los canales TRP que
se expresan en las células HGF.

Para obtener el ARN total de células HGF en cultivo, utilizamos el kit
“PureLink RNA Mini Kit" (Ambion). Con el ARN total, se procedi6 a digerir el
ADN gendmico que pudiera quedar de la extraccion de ARN. Para ello
usamos la enzima “DNAse I” (Invitrogen) durante 30 minutos a 37°C. Una vez
digerido el ADN genomico, se realizo la retrotranscripcion del ARN mensajero
a ADN complementario. Del ARN extraido de las células HGF, tomamos 0,5
Mg para la reaccion de retrotranscripcion a los que afiadimos 150 ng de los
cebadores aleatorios (Invitrogen) y 10 mM de dNTP. Esta mezcla se incubo
durante 5 minutos a 65°C seguidos de 5 minutos en hielo.

Posteriormente afiadimos el tampdn Superscript a una concentracion final 1X,
10 mM de DTT y 2 unidades por microlitro finales de la enzima “RNAsa OUT”
(Invitrogen). Tras 2 minutos a temperatura ambiente afiadimos 50 unidades
de la retrotranscriptasa “Superscript III’ (Invitrogen). Esta mezcla final se
incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente seguidos de 1 hora a
50°C, finalmente, el proceso de retrotranscripcion se pard incubando 15
minutos a 70°C.

Con el ADN complementario obtenido de la retrotranscripcion, se realizé el
segundo paso de la técnica, que era la amplificacion de los genes de interés
mediante PCR, para ello utilizamos la enzima “Go Taq” de Promega aplicando
el siguiente protocolo:

El tampdn Go Taq se usé a una concentracion final de 1X.



Posteriormente afadimos 2,5 mM, concentracion final, de cloruro de
magnesio, asi como 0,5 mM de dNTP y el ADNc a una concentracion final de
5 ng por reaccion.

A continuacion, cada cebador se anadié a la reaccidon a una concentracion
final de 1 uM.

En ultima estancia afadimos 5 unidades de enzima Go Taq por reaccion.

El volumen final de la reaccion de RT-PCR se completé con agua destilada
autoclavada hasta alcanzar los 20 pl.

Se utilizaron los distintos cebadores que se detallan a continuacion:

hTRPA1 tggtgcacaaatagacccagt tgggcacctttagagagtagc
hTRPM8 gattttcaccaatgaccgccg ccccagcagcattgatgtge
hTRPV1 ctcctacaacagcctgtac aaggccttcctcatgcact
Secuencia diferente | agctcaccaacaagaaggg gtcccacttgtcctgcagg
entre TRPV1y TRPV1b

Actina acccacatgtgcccatcta gccacaggattccataccca

La temperatura de fusion para los cebadores se establecié en 55°C.

En la reaccion de amplificacion de los distintos canales TRP en fibroblastos
gingivales humanos, se realizaron 45 ciclos. Para la amplificacion de la region
diferente entre TRPV1 y TRPV1b, acortamos la reaccién de amplificacion a 40

ciclos.
5.3. qPCR:

Esta técnica es una variante de la PCR convencional basada en la
amplificacion de secuencias de interés a partir del ADN complementario
obtenido mediante el primer paso de la RT-PCR, descrita anteriormente. Sin
embargo, y a diferencia del segundo paso de la RT-PCR, la PCR cuantitativa
(del inglés quantitative PCR) permite la cuantificacion de la expresion de los
genes de interés.

La adicion del fluoroforo SYBR Green (Invitrogen) a la reacciéon de
amplificacion, permite la visualizacion y cuantificacion de las secuencias de

ADN que van siendo amplificadas, puesto que este fluoréforo se une



inespecificamente al ADN de doble cadena de nueva formacion y al ser
excitado con luz azul (A = 488 nm) emite con luz verde (A = 522 nm). La
intensidad de esta sefal fluorescente se mide al completar cada ciclo de PCR,
y se representa en una “grafica de amplificacién” para determinar el CT, que
se define como el punto en el que se detecta por primera vez la sefal
fluorescente, es decir, el producto de la PCR. Finalmente, se compara el valor
CT frente a una curva estandar (basandose en los valores CT de muestras
control y sus respectivas cantidades iniciales de ADN o ARN conocidas) para
determinar la cantidad de ADN o ARN en la muestra.

La PCR cuantitativa fue utilizada para el analisis de la expresion de los
canales TRPA1 y TRPMS8 en los ratones tratados con oxaliplatino, asi como la
cuantificacion de la reduccién de expresion de TRPA1 en células HGF
transfectadas con ARN de interferencia.

La purificacion del ARN total a partir de los ganglios raquideos de los ratones
tratados con oxaliplatino o vehiculo la realizamos usando el mismo kit de
extraccion de Ambion utilizado para la RT-PCR de células HGF.

Sin embargo, y a diferencia de lo que sucedia en la extraccion a partir de un
cultivo celular de fibroblastos gingivales, la cantidad de ARN total que
obteniamos era mucho menor, en torno a los 25 ng/ul. Asimismo, la reaccion
de produccion del ADN complementario a partir del ARN extraido arrastraba
consigo varios reactivos que inhibian la reacciéon de PCR cuantitativa.

La reducida cantidad de TRPA1 presente en el ARN total de los ganglios
raquideos extraidos hacia imposible una mayor dilucion del ADNc para la
realizacion de la PCR cuantitativa, ya que no se llegaba a observar ninguna
amplificacion de TRPA1 o TRPM8 mas alla de una dilucién 1:8. Sin embargo,
la presencia de reactivos inhibidores de la reaccion de polimerizacion tras la
reaccion de produccion de ADNc impedia la correcta amplificacion de los
genes a estudio a las diluciones empleadas.

Por ello, realizamos un paso adicional de purificacién tras la produccion del
ADNCc, previo a la PCR cuantitativa, utilizando el kit de GE Healthcare “illustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit". Mediante este paso de

purificacion eliminamos los reactivos inhibidores permitiendo realizar la PCR



cuantitativa con menores diluciones del ADNc, lo que nos permitio la
amplificacion de los genes TRPA1 y TRPMS, y su posterior cuantificacion.

La reaccion de PCR cuantitativa se realizé afiadiendo los siguientes reactivos;
los cebadores especificos para cada amplificacién a una concentracion final
de 50 nM, el ADNc a 2,5 ng, completando hasta los 20 pl finales de la
reaccion con 10 pl del mix de los fluoréforos SYBR Green y ROX, y agua
destilada autoclavada.

Los cebadores utilizados fueron los siguientes:

mTRPA1 atatgcagtggcaatgtgga ctgaggccaaaagccagtag
mTRPMS8 ggctcatccacattttcacc caccatccacacagcaaaga
hTRPA1 tggtgcacaaatagacccagt tgggcacctttagagagtagc

ARNr 18S cggctaccacatccaaggaa gctggaattaccgcggcet

La amplificacion del gen ARNr 18S nos sirvi6 como control interno, para
normalizar las cantidades de ADNc entre las diferentes muestras y realizar asi
el calculo de la expresion relativa. Este calculo se realizé utilizando el método

conocido como 2 “24¢t (Schmittgen y Livak, 2008).
5.4. Rastreo de micro ARN :

El rastreo de los micro ARN se basa en el mismo principio de la PCR
cuantitativa, sin embargo, en lugar de medir el nivel de expresion del gen a
estudio, se buscan diferencias significativas en el nivel de expresién de los
diferentes micro ARN.

La diferencia con la PCR cuantitativa reside en la purificacion del ARN a partir
del tejido, en nuestro caso, ganglios raquideos de ratones tratados con
oxaliplatino o con su vehiculo. Esta purificacion se realiz6 mediante el kit de
extraccion “miR Cury RNA isolation kit" de Exigon, ya que permitia la
extraccion de ARN de pequefio tamafio como son los micro ARN.

Una vez obtenido el ARN, preparamos el ADN complementario siguiendo las
instrucciones del kit “NCODE VILO miRNA cDNA synthesis kit” (Invitrogen).

El ADN complementario se utiliz6 para la reaccion de PCR cuantitativa a
razon de 0,5 ng por pocillo.



Analizamos la expresion de 348 micro ARN mediante una placa de PCR de
348 pocillos en los que se encontraban los cebadores especificos para cada
microARN.

El analisis de expresion relativa de cada microARN se realizé utilizando el

método 2 AACt,

6. Analisis Estadistico:

El analisis estadistico de los resultados lo realizamos utilizando el software
GraphPad Prism 5 (GraphPad software, Inc).

Para el calculo de varianzas entre dos grupos de estudio utilizamos la Prueba
F (p > 0,05 varianzas homogéneas; p < 0,05 varianzas significativamente
diferentes).

Para el calculo de la igualdad entre dos poblaciones con distribucion normal
utilizamos la Prueba t (p < 0,05 medias significativamente diferentes).
Finalmente, para el calculo de la igualdad entre mas de dos poblaciones
usamos la prueba ANOVA con posterior test Dunnet en el que comparamos la
igualdad de las medias de las poblaciones con la poblacion control, posterior
test Bonferri cuando calculamos la igualdad de las medias de las poblaciones
entre si o test ANOVA medidas repetitivas para muestras pareadas (p < 0,05
media de poblaciones significativamente diferentes a la media de la poblacion
control).

Niveles de significancia expresados en las graficas: *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001.
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1. ElI canal TRPA1 como posible mediador del

agrandamiento gingival inducido por farmacos

1.1. Los Fibroblastos Gingivales Humanos (HGF) expresan TRPA1 y
TRPV1, pero no TRPMS:

La linea celular HGF proviene de muestras gingivales humanas. Como se ha
mencionado en la introduccion, tanto los odontoblastos humanos como las
células de la pulpa dental expresan canales TRP termosensibles. Teniendo en
cuenta estos datos, lo primero que hicimos fue comprobar la expresion de los

canales termosensibles TRP en los fibroblastos gingivales humanos.

El uso de la técnica de RT-PCR reveld la expresion génica de los canales
TRPA1 y TRPV1. Sin embargo, no se obtuvieron evidencias de la expresion de
TRPMS.

TRPA1 TRPV1 TRPMS Actina
o ¥ ' + ' + ' +
T~ E ok ¥k ek
T8 w Q, w w 0, w w o} w w Q,
o (U] T ) o T 0 O T Y] (U] T
L T T T T

Figura 14. Gel de agarosa (2%) en el que se observa el resultado de la amplificacion de los
canales TRPA1, TRPV1 y TRPMS. El gen para la 3-Actina sirvi6 como control positivo de la
reacciéon de amplificacion.

Una vez comprobada la expresiéon de estos canales en las células HGF en
condiciones de cultivo, quisimos comprobar la funcionalidad de los mismos.
Para ello, utilizamos la técnica de imagen de calcio usando agonistas

especificos para estos tres canales.
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1,0 =
AITC 100 UM Mentol 300 UM Capsaicina 1UM

F340/F380

0,0 = 60 s

Figura 15. Ejemplo de experimento de imagen de calcio en los fibroblastos
gingivales humanos (HGF), a los que se aplic6 de forma secuencial
distintos agonistas de canales TRP.

Al anadir el aceite de mostaza (AITC; Alil Isotiocianato), agonista especifico de
TRPA1 (Jordt et al., 2004), gran numero de células HGF se activaron (Figura
15). Asimismo, no observamos ningun incremento de calcio intracelular al
afadir mentol, agonista de TRPM8 (McKemy et al., 2002), lo cual era
esperado, dado que no detectamos expresion de TRPM8. Sorprendentemente,
no encontramos ninguna respuesta a capsaicina, agonista de TRPV1 (Caterina
et al., 1997), a pesar de haber comprobado su expresion en las mismas células
HGF.

1.2. Los Fibroblastos Gingivales Humanos expresan TRPV1b, la isoforma
dominante negativa del canal TRPV1:

A la vista de los resultados de imagen de calcio, nos planteamos dos hipotesis
a la falta de respuesta a capsaicina: o bien el TRPV1 que se expresa en las
células HGF no llega a traducirse a proteina, o bien se trata de una isoforma
gue no responde a capsaicina. Asi pues, buscando en la literatura publicada
sobre el tema, nos encontramos con varios estudios que apoyaban la segunda
hipétesis. En 2005, Gang Lu y colaboradores descubrieron una variante de
ayuste humana insensible a capsaicina y protones, llamada TRPV1b. Esta
variante difiere de la secuencia proteica de TRPV1 en tan solo 60 aminoacidos
de la region amino terminal, suficiente para hacer que TRPV1b actue como

dominante negativo, lo que significa que al tetramerizar con las variantes
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silvestre de TRPV1, se forma un canal insensible a capsaicina. (Lu et al.,
2005). Otro estudio que apoyaba la hipotesis de la expresién de en células
gingivales, fue el publicado por Pecze y colaboradores en 2008 (Pecze et al.,
2008). En él, los autores demuestran la expresion de TRPV1b en la linea
celular HaCaT de keratinocitos humanos, asi como en keratinocitos
provenientes de biopsias epidérmicas. Los keratinocitos son el componente
celular mayoritario de la epidermis y constituyen el 90% de la poblacion celular
gingival (Lindhe et al., 2002). Si estas células expresan la variante TRPV1Db,

cabia la posibilidad que también lo hicieran los fibroblastos gingivales.

Con todos estos datos, nos decidimos por buscar la presencia de TRPV1b en
las células HGF. Para ello, disefiamos cebadores que flanquearan en 60 pares
de bases la secuencia de 180 pares de bases que no tiene la variante TRPV1b,
pero si TRPV1 (Figura 16).

hTRPV1 901 gacaacacgaagtttgtgacgagcatgtacaatgagattctgatcetgggggccaaactgcaccecgacgctgaagetggaggagetcaccaacaagaagg 1000

HHII\HIIl\\|IHH||[HI||HlII|H||HHIIGHIlH\IIHI\HlIIHIIHHII\\!IIIHIIIHHIIHIIIHIII

hTRPVib 901 gacaacacgaagtttgtgacgagcatgtacaatgagattctgatgetggggaccaaactgcaccegacgctgaagetggaggagetcaccaacaagaagg 1000
* * * * * * * * * *
* * * * * * * * * *

hTRPV1 1001 gaatgatgccgctggctetggcagetgggaccgggaagateggggtettggectatattetecagegggagatecaggageccgagtgeaggcacctgte 1100

[[]]||n[|||[H|||[H||H]|||H|||iH||[[]]||
hTRPV1b 1001 gaatgacgccgetgactetgacagetagaaccaaaaagatcaaq 1044
* * * *
* * * * * * * * * *

hTRPV1 1101 caggaagttcaccgagtgggcctacgggeccgtgcactectegetgtacgacctgtectgcatcgacacctgegagaagaacteggtgetggaggtgate 1200

hTRPV1b 1045 e 1045

* * * * * * * * * *

hTRPy1 1201 gectacageageagegagaccectaategecacgacatgetetiggtggagecgetgaaccgactectgeaggacaagtgggacagattegteaagegea 1300
L N N R R NN RN

hTRPV1p 1045 ============meemeeeeeee aatcgccacgacatgetettggtggagecgetgaaccgactectgcaggacaagtgggacagattegtcaagegea 1120

Figura 16. Alineamiento de secuencias entre hTRPV1 y hTRPV1b. Los 180 pares de bases que
no tiene TRPV1b van desde la posicion 1044 a 1224 en la secuencia de TRPV1. Alineamiento
conseguido mediante el software de analisis de secuencias ApE.

El resultado de la RT-PCR revelé dos bandas, una superior correspondiente a
las 300 pares de amplificacion de TRPV1 y otra menor, de 120 pares de bases

correspondiente a TRPV1b (Figura 17).
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Cebadores para la secuencia
diferente entre TRPV1y TRPV1b

+
= = Q
4 '3 T

TRPV1
TRPV1b

Figura 17. Imagen del gel de agarosa 2% en el
que se visualiza el resultado de la RT-PCR
realizada a partir de ADNc de células HGF con
cebadores que flanquean la region diferente entre
TRPV1y TRPV1b.

Las dos bandas resultado de la RT-PCR se enviaron al Servicio de
Secuenciacion de la Universidad Politécnica de Valencia, los resultados
corroboraron que la banda superior correspondia a TRPV1 y la banda inferior a
TRPV1b.

1.3. La proteina TRPV1 se expresa en los fibroblastos gingivales

humanos:

Una vez habiamos comprobado la expresion a nivel de ARN mensajero, tanto
del canal TRPV1 nativo como su version insensible a capsaicina (TRPV1b),
decidimos estudiar la expresion del canal al nivel post-transcripcional. Para
ello, realizamos un western-blot a partir del extracto proteico total de los

fibroblastos gingivales humanos en cultivo.

hTRPV1

13— B - Actina

Figura 18. Revelado de membrana de
western-blot.  (A) hTRPV1  (100KDa).
(B) B — actina (43 KDa).

El revelado de la membrana permitié visualizar (Figura 18A), dos bandas en
torno a los 100 KDa de peso molecular que se le calcula a TRPV1. La
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diferencia de 180 pares de bases entre la version nativa del canal y la “b” se
traducen en 60 aminoacidos menos en la secuencia de TRPV1b, lo que
significa una diferencia de peso molecular entorno a los 6 KDa. Por tanto, es
probable que la banda superior corresponda a hTRPV1 y la inferior a
hTRPV1b. No pudimos confirmar esta hipotesis al carecer de un anticuerpo

especifico que diferencie entre ambas versiones del canal.

1.4. La sobreexpresion de TRPV1 en células HGF produce la respuesta a

capsaicina:

Dado que la variante TRPV1b se comporta como un dominante negativo (Lu et
al., 2005), aunque la variante funcional del canal se exprese, al tetramerizar
con la variante de ayuste, se formara un canal insensible a capsaicina. Por ello,
razonamos que si aumentabamos el nivel de expresion del TRPV1 nativo,
podriamos restablecer la respuesta del canal a capsaicina. Asi pues, tras
transfectar células HGF con el plasmido de la variante nativa de TRPV1
humano, medimos su respuesta a capsaicina mediante la técnica de imagen de

calcio.

Capsaicina 1 uM

A

F340/F380
=
u\
1

0,0 -

1,0 =

Capsaicina 1 pM

B —_—

0,5 —

F340/F 380

60 s

Figura 19. (A) Ausencia de respuesta a capsaicina en las células HGF
nativas. (B) Respuesta a capsaicina por parte de las células HGF
transfectadas con el TRPV1 humano fenotipo silvestre.
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Como se muestra en la Figura 19, la sobreexpresion de TRPV1 produjo la

respuesta a capsaicina por parte de las células HGF.

0,205

0,154

0,10 4

AF340/F380

0,054

0,00 -

HGF HGF+TRPV1

Figura 20. Amplitud de respuesta a capsaicina en células
HGF (negro) y HGF transfectadas con hTRPV1 (rojo).
(Prueba t; n=50).

La amplitud de respuesta a capsaicina en las células que sobreexpresan el
canal TRPV1 fue significativamente mayor a la de los fibroblastos gingivales no

transfectados.

1.5. Los farmacos que inducen el agrandamiento gingival activan el canal

TRPA1 expresado en sistemas heterélogos:

Como se ha mencionado en la introduccion, las dihidropiridinas, como la
nifedipina, activan el canal ionico TRPA1, tanto en sistemas heter6logos como
en neuronas sensoriales del ganglio trigémino (Fajardo et al., 2008). Por tanto,
si las células gingivales expresan el canal TRPA1, éste podria activarse en
presencia de nifedipina e incluso, al afadir otros farmacos que producen
agrandamiento gingival como por ejemplo la fenitoina o la ciclosporina A. Para
comprobarlo utilizamos la técnica de imagen de calcio con células CHO-
TRPA1. Como se muestra en la Figura 21, al aplicar fenitoina sobre las células,
se produjo un incremento importante del calcio intracelular. Las mismas células

qgue respondieron a fenitoina también lo hicieron a AITC.
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2,5 =

Fenitoina 100 UM AITC 100 UM

F340/F380

60 s
Figura 21. La aplicacién de fenitoina (100 pyM) en las células que
sobreexpresan TRPA1, produjo un aumento de la razén de fluorescencia
similar al que se produjo cuando se aplicé aceite de mostaza (100 uM).

Otro antiepiléptico, la carbamazepina, es capaz de producir el agrandamiento
de las encias aunque en menor medida que la fenitoina. (Dahllof et al., 1993).
Al aplicar carbamazepina en las células CHO — TRPA1, se produjo un aumento
del calcio intracelular en las mismas células que posteriormente se activaron al

aplicar aceite de mostaza.

Carbamazepina 500uM AITC 100uM
2,5 = -

2,0 <

1,5 o

1,0 <

F340/F380

0.5 =

0.0

Figura 22. La aplicaciéon de carbamazepina 500 yM en las células que
sobreexpresan TRPA1, produjo un aumento de ratio de fluorescencia similar
al que se produce cuando se aplicé aceite de mostaza 100 uM.

Por el contrario, la ciclosporina A no produjo respuesta alguna en las células
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CHO-TRPAA1, aplicada a concentraciones que variaron entre 10 uM y 100 yM.
Finalmente, la nifedipina, corroborando los resultados obtenidos por Fajardo y
colaboradores (2008), activo el canal TRPA1 a concentraciones muy bajas. De
este modo la curva dosis-respuesta para los farmacos que inducen

agrandamiento gingival sobre TRPA1 expresado en células CHO, quedo de la
siguiente manera.

—m— Fenitoina
—®— Carbamazepina
—A— Nifedipina
100 4 A ()
®
u
3\"/ A
@ 754 /
o
S )
©
£
S 50-
c
g o
173
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-
> 251 .
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0,1 1 10 100 1000
Concentracion (uM)

Figura 23. Curva dosis-respuesta de los farmacos: nifedipina (azul), fenitoina (rojo) y
carbamazepina (negro). Respuestas medidas con imagen de calcio en células CHO-

TRPA1. La amplitud de la respuesta se normaliza a la obtenida al aplicar 10 UM en
de nifedipina, y 500 UM en el caso de la fenitoina y la carbamazepina.

Cabe destacar que ninguno de estos tres farmacos produjo respuesta alguna
en células CHO que no poseian el plasmido de TRPA1 (Figura 24).
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Fenitoina 10 uM AITC 100 uM

F340/F380

'60s

Figura 24. Imagen de calcio en células CHO. Ni la fenitoina, ni el
AITC producen respuesta.

La ausencia de respuesta en células que no expresaban TRPA1 apoyaba la
idea de que este canal mediaba las respuestas que veiamos en las células
CHO - TRPA1 en imagen de calcio. Otro dato que apoy6 esta conclusion fue el
resultado del experimento que realizamos con HCO030031, bloqueante
especifico del canal TRPA1 (McNamara et al., 2007). Como se muestra en la
Figura 25, la aplicacion de HC030031 inhibié la respuesta a fenitoina, inhibicion

que también observamos en las respuestas a nifedipina y carbamazepina.

25 - Fenitoina 100 uM 1,0 1 ik
HC 030031 20 uM AITC 100 uM i

2,0 0.8

0,6

[N
(3]
1

04 -

F340/F380
=
1

A F340/F380

0,5 0.2

0,0 60s 00-

Fenitoina Fenitoina y HC 030031 Fenitoina

Figura 25. (A) Efecto del HC 030031 sobre la respuesta a la aplicacion de fenitoina, en imagen
de calcio. (B) Histograma amplitudes de respuesta en cada condicién aplicada en A. (ANOVA
medidas repetitivas con post test Bonferri; n= 145).
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Como se ha mencionado en la introduccién, el canal TRPA1 supone una via de
entrada de calcio al interior celular, por lo que en ausencia de este ion en el
espacio extracelular, la adicion de un agonista sobre TRPA1 no produciria
ninguna respuesta medible en imagen de calcio. Asi, como era de esperar,
cuando aplicamos estos tres farmacos sobre células CHO-TRPA1 en
condiciones de cero calcio extracelular, no observamos ninguna respuesta
(Figura 26). Estos resultados demostraron que el aumento del calcio se debe
al influjo y no a la liberacion de depdsitos intracelulares. Con frecuencia, al
reintroducir el calcio en el medio extracelular se produce un aumento del calcio,
respuesta caracteristica de muchas células epiteliales a esta manipulacion

experimental.

2,5 = Cero Calcio

Fenitoina 100 UM AITC 100 UM

2,0 =

1,5 =

1,0 =

F340/F380

0,5 =

0,0

Figura 26. La respuesta de calcio a la aplicacion de fenitoina no se
produce en ausencia de calcio extracelular.

1.6. La fenitoina, la carbamazepina y la nifedipina activan el canal TRPA1
expresado en fibroblastos gingivales humanos:

Como se ha mencionado anteriormente, las células HGF expresan el canal
TRPA1. EIl siguiente paso fue comprobar si los farmacos que inducen el
agrandamiento de las encias y que activan TRPA1 expresado en células CHO,
podian activarlo en los fibroblastos gingivales.
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Fenitoina:

La fenitoina aplicada sobre las células HGF produjo una respuesta en las
mismas células que respondieron a aceite de mostaza. Todas las células
estudiadas que respondieron a fenitoina, respondieron a aceite de mostaza.
Sin embargo, obtuvimos mayor numero de células que respondieron a AITC

respecto del numero de células que respondi6 a fenitoina (Figura 27).

1,5 =
Fenitoina 500 uM AITC 100 pM

F340/F380

1.5

0

Transmitida ';g‘;%’ Control Fenitoina 500 uM AITC 100 uM

Figura 27. Imagen de calcio sobre fibroblastos gingivales humanos. El experimento muestra
como las mismas células que responden a 500 uyM de fenitoina, responden a aceite de
mostaza a 100 pM.

El hecho de que todos los fibroblastos que respondieron a fenitoina lo hicieran
también a AITC invitaba a pensar que el canal que mediaba estas respuestas
era TRPA1. Para comprobarlo, al igual que hicimos con las células CHO-
TRPA1, realizamos experimentos de imagen de calcio aplicando HC030031,

bloqueante especifico de TRPA1, sobre la respuesta a fenitoina.
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A B
15 HC 030031 20 uM

" | Fenitoina 500 M Fenitoina 500 M~ Fenitoina 500 M~ AITC 100 uM 00

**

-

0,75 =

F340/F380
A F340/F380
L

66 s 0,00 -

Fenitoina Fenitoina y HC 030031 Fenitoina

0,0~

Figura 28. (A) Imagen de calcio de HC 030031 y fenitoina. (B) Histograma de amplitudes de
respuesta en cada condicion aplicada en A. (ANOVA medidas repetitivas con post test Bonferri;
n=132).

La respuesta a fenitoina se inhibid casi en su totalidad al afiadir el bloqueante
de TRPA1 (Figura 28). Este bloqueo de la respuesta fue reversible, puesto que
una segunda aplicacién de fenitoina dio lugar a respuestas de calcio.

Carbamazepina:

De los tres inductores del agrandamiento gingival que activan TRPA1
expresado en las células CHO, la carbamazepina fue el farmaco que necesitd
una mayor concentracién para aumentar el calcio intracelular en células HGF
(Figura 29).

La carbamazepina, aplicada sobre las células HGF produjo un aumento de su
calcio intracelular. Este tipo de respuesta, aunque con una mayor amplitud, se

pudo ver en las mismas células cuando aplicamos aceite de mostaza.
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1,0 —

Carbamazepina 2 mM AITC 100 pM

F340/F380

0,0 =

1.5

0
Transmitida F340/F380 Control Carbamazepina 2 mM

Figura 29. La carbamazepina (2 mM) activd las mismas células que posteriormente se
activaron con AITC (100 pM).

La carbamazepina activd las células CHO-TRPA1 en un rango de
concentracion que fue desde 30 uyM hasta 1 mM. Sin embargo, al aplicarse
sobre las células HGF necesitd de una concentracion mayor para obtener
respuestas de la misma amplitud en comparacién con las obtenidas en las
células CHO-TRPA1. Asi pues, el rango efectivo de concentraciones de la
carbamazepina sobre las células HGF fue desde 1 mM hasta 2 mM (Figura 33).
En este punto, conviene destacar que la administracion de fenitoina puede
llegar a tener una incidencia del 50% en el agrandamiento gingival (Dongari-
Bagtzoglou: Informe anual de la American Academy of Periodontology; 2004),
sin embargo la carbamazepina lo induce en raras ocasiones (Dongari, et al.,
1993).

Una vez comprobado que la carbamazepina activaba el canal TRPA1 en
fibroblastos gingivales humanos, nos centramos en el estudio de la fenitoina
como principal farmaco antiepiléptico que induce agrandamiento gingival,
puesto que la carbamazepina tiene una menor incidencia en este efecto
secundario y se requiere una mayor concentracion del farmaco para activar
TRPA1.
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Nifedipina:

La nifedipina aplicada sobre los fibroblastos gingivales humanos, produjo una

respuesta en las mismas células que respondieron a aceite de mostaza.

Nifedipina 30 UM AITC 100 UM

F340/F380

N\

0

Transmitida ';%1%’ Control Nifedipina 30 uM AITC 100 uM

Figura 30. Ejemplo de experimento de imagen de calcio en células HGF, donde se muestra
que aquellas células que se activaron con 30 uM de nifedipina, se activaron de nuevo con 100
MM de AITC.

Al igual que sucedié con las células CHO-TRPA1, al aplicar ciclosporina A
sobre las células HGF, no encontramos respuesta alguna (Figura 31). Por
tanto, los farmacos que inducen el agrandamiento gingival, a excepcién de la
ciclosporina, también activaron el canal TRPA1 expresado en fibroblastos

gingivales humanos en cultivo.
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Ciclosporina A 100 uM AITC 100 pM

F340/F380

60s

(=

Figura 31. La aplicacién de ciclosporina A sobre células HGF no
produce ninguna respuesta.

Fenitoina, carbamazepina y nifedipina produjeron un aumento de calcio
extracelular en las mismas células que respondieron a aceite de mostaza, el

agonista especifico de TRPA1.

Células que respondena 1 mM  Células que responden a 500 uM
de Carbamazepina de Fenitoina

Células que responden a 100 uM de AITC

Figura 32. Diagrama de Venn que indica la relacion de las células HGF que respondieron a
AITC (negro) y a nifedipina (amarillo), carbamazepina (verde) o fenitoina (rojo).

Como se puede ver en la figura 32, todas las células que respondieron a
fenitoina, carbamazepina o nifedipina, respondieron a aceite de mostaza. Sin
embargo, no todas las células que respondieron a aceite de mostaza,
respondieron a estos tres farmacos. Estos resultados sugieren que el aceite de
mostaza es un agonista mas efectivo sobre TRPA1 que los farmacos

responsables del agrandamiento gingival.

Finalmente, la grafica representativa de la relacién dosis-respuesta para las



células HGF quedo de la siguiente forma:

—a— Fenitoina
0.8 - —o— Nifedipina
—aA— Carbamazepina

0,6 -

0,4 —

AF340/F380

0,2 —

0,0 — h

1 10 100 1000
Concentracién (uM)

Figura 33. Curvas dosis-respuesta para nifedipina, fenitoina y
carbamazepina en células HGF obtenida mediante experimentos de imagen
de calcio.

Al igual que con las células CHO-TRPA1, la nifedipina fue la sustancia que
activéd TRPA1 a dosis mas bajas, desde 3 pM hasta los 300 pM, siendo 100 yM
la concentracion a la que se alcanzd la respuesta maxima. La fenitoina,
mantuvo una relacion dosis-respuesta similar a la que presentd en las células
CHO-TRPA1, siendo 100 pM la concentracion umbral para la activacion de las
células HGF, y 500 pyM la concentracion a la cual se alcanzo la respuesta de
mayor amplitud. Por contra, la carbamazepina requiri6 concentraciones mucho
mayores para activar los fibroblastos gingivales, en comparacién con su accion
sobre las células CHO-TRPA1, requiriendo concentraciones en el rango

milimolar.

1.7. La fenitoina activa TRPA1 expresado en células HEK 293, pero no
activa ni a TRPM8 ni TRPV1:

Como se ha mencionado en la introduccion, los fibroblastos de la pulpa dental
expresan TRPA1 y TRPMS8, los odontoblastos expresan ademas TRPV1. Por
ello, nos pareciod interesante comprobar si la fenitoina activa unicamente
TRPA1 y no el resto de canales TRP cuya expresion se ha descrito en células

que forman parte de la cavidad bucal.



AITC 100 um —— TRPA1

o Mentol 100 uM —— TRPM8
1,2 = Fenitoina 500 uM —Ca Saicina T M —— TRPVA

F340/F380

60s

0,0 -

Figura 34. Media (linea sdlida) y error estandar (linea punteada) de las
respuesta a fenitoina, aceite de mostaza, mentol y capsaicina de 30 células
HEK 293 transfectadas con TRPA1, TRPM8 o TRPV1 humanos.

La fenitoina aplicada sobre células HEK 293 transfectadas con TRPA1, TRPM8

o TRPV1, activé unicamente a las células que expresaban TRPA1.
1.8. EI LPS activa TRPA1 en células HGF:

Los lipopolisacaridos (LPS) son moléculas que forman parte de la membrana
externa de las bacterias Gram negativas y que les sirve como barrera
protectora (Raetz et al., 2002). El LPS actua como una endotoxina en el tejido
infectado; al unirse al receptor TLR4 (del inglés toll like receptor 4) presente en
las células inmunitarias (Medzhitov et al., 1997; Rock et al., 1998), se produce
la liberaciéon de citoquinas proinflamatorias que desencadenan la respuesta
inmunitaria en el tejido afectado.

Existe una relacion entre el LPS y el agrandamiento gingival basada en el papel
de la placa bacteriana en la cavidad bucal, ya que dicha placa bacteriana esta
reconocida como cofactor en la etiologia del agrandamiento gingival. Asi, el
desarrollo y severidad de esta patologia esta influida por la acumulacion de
placa dental (Armitage, 1999).

Sin embargo, existe cierta controversia respecto a la relacion especifica de las
bacterias que residen en el entorno gingival con el desarrollo del
engrosamiento de las encias. En 2006 Akiyama y colaboradores examinaron el



perfil bacteriano subgingival en pacientes bajo tratamiento con fenitoina. El
analisis desarrollado antes y después del tratamiento revel6 la importancia de
dos bacterias asociadas con el desarrollo del agrandamiento gingival;
Treponema denticola y Porphyromonas gingivalis. Por el contrario, Smith y
colaboradores publicaron un trabajo en 1983 en el que afirmaron que no
existian diferencias en la poblacion bacteriana de la cavidad oral en pacientes
con o sin agrandamiento gingival. Finalmente, otra hipdtesis que se ha
planteado sobre la importancia de la placa dental en el desarrollo del
agrandamiento gingival proviene del reconocimiento de componentes
bacterianos por parte de las células gingivales. En ese sentido, el LPS seria
reconocido por el receptor TLR4 presente en las células gingivales (Corréa et
al., 2011) y esta union entre TLR4 y LPS promoveria el desarrollo del

engrosamiento de las encias.

Siguiendo nuestra hipotesis de agrandamiento gingival a través de la accion
sobre el canal TRPA1, nos propusimos comprobar la posible activacion de
TRPA1 por parte del LPS. En un principio quisimos conocer si el LPS de la
bacteria Gram negativa Escherichia coli, microorganismo que forma parte de la
flora bacteriana del tracto gastrointestinal, era capaz de activar el canal TRPA1
en los fibroblastos gingivales humanos (Figura 35).

LPS (E.coh) 5 ug/ml AITC 100 UM

F340/F380

Figura 35. Imagen de calcio en células HGF. El LPS de E.coli activa las
mismas células que posteriormente responden a aceite de mostaza.

El aumento del calcio producido por LPS de E.coli en células HGF se bloqued
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en presencia de HC 030031, un bloqueante especifico del canal TRPA1. Este
resultado sugiere que dichas respuestas estan mediadas por la activacion del
canal TRPA1.

LPS (E.coli) 10 Ug/ml AITC 100 UM
1,2 = HC 030031 100 UM

F340/F380

0,0 =

Figura 36. La administracion del bloqueante especifico de
TRPA1, HC 030031, redujo la respuesta de al LPS de E.coli

Del mismo modo, probamos la actividad del LPS extraido de Porphyromonas
gingivalis, bacteria que reside de forma habitual en la cavidad oral, sobre las
células HGF (Figura 37).

1,0 = LPS (P.gingivalis) 5 ug/ml AITC 100 UM

F340/F380

60 s

0,0 =

Figura 37. Imagen de calcio en células HGF con LPS de P. gingivalis

Al igual que ocurria con el LPS de E.coli, las células que respondieron al LPS
de P. gingivalis también lo hicieron al aceite de mostaza. Sin embargo, no todas
las que respondieron a AITC lo hicieron al LPS de E. coli o P. gingivalis.
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Células que responden a 100 uM de AITC

Células que responden a 1 pg/ml
de LPS de E.coli

Células que responden a 1 pg/ml
de LPS de P. gingivalis

Células que responden a 5 pg/ml
de LPS de E.coli

Figura 38. Diagrama de Venn que indica la relacion de las células HGF que respondieron a
AITC (negro) y al LPS de E. coli (1 yg/ml, rojo. 5 pg/ml, azul. 10 uyg/ml, magenta) o al LPS de P.
gingivalis (1 pg/ml, verde, 5 yg/ml, celeste).

Todas las células HGF que se activaron por LPS, tanto de E. coli como de P.

gingivalis, respondieron también al aceite de mostaza, agonista especifico de
TRPA1.

E.coli 1 pg/ml
S 1.0+ E.coli 5 ug/ml
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Amplitud de respuesta a AITC (AF340/F380)

Figura 39. Comparacion entre la amplitud de respuesta a AITC y a LPS
tanto de E. coli como de P. gingivalis.

Los fibroblastos que se activaron por LPS, sea de E. coli sea de P. gingivalis,
se activaron también en presencia de aceite de mostaza. Sin embargo, la

amplitud de respuesta a AITC fue mayor a la amplitud de respuesta a LPS.

Por otro lado, la amplitud de respuesta al LPS del mismo tipo bacteriano no

aumentd con el incremento de concentracion del lipopolisacarido.
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1.9. La transfeccién de ARN de interferencia en las células HGF disminuye
la expresion de TRPA1 y la amplitud de su respuesta a fenitoina y

nifedipina:

Hasta el momento, la evidencia de que tanto fenitoina como nifedipina activan
el canal TRPA1, venia dada por los resultados que obtuvimos con agonistas y
antagonistas farmacolégicos en estudios de imagen de calcio. Una vez
realizados estos experimentos, nos servimos de la biologia molecular para
intentar confirmar el papel del canal TRPA1 en la activacion por antiepilépticos
y dihidropiridinas. Para ello, utilizamos un tipo de &acido ribonucleico de
interferencia llamado “shRNA” (del inglés: short hairpin RNA). Este tipo de ARN
de interferencia cuenta con una secuencia de 22 nucleétidos, que se une de
forma especifica a la secuencia homdéloga del ARN mensajero reduciendo la
expresion del gen diana a nivel post-transcripcional (Xiang et al., 2006).

Lo primero que hicimos, tras adquirir cuatro secuencias diferentes de shRNA
para TRPA1 a través de la empresa Genecopoeia, fue comprobar cual de ellos
reducia en mayor medida la expresion de TRPA1 en las células HGF. Mediante
PCR cuantitativa, pudimos observar que de las cuatro versiones de shRNA, el
que mejor resultado dio reduciendo la expresion de TRPA1 fue el ShRNA#1:

2,51

( -L\ﬁCl)
N

o

1

1,5 4

1,04--

0,54

Expresion relativa normalizada de TRPA1 (2

0,04

Control shRNA#1 shRNA#2 shRNA#3 shRNA#4

Figura 40. Nivel de expresion de TRPA1 en células HGF
transfectadas con distintos shRNA, normalizado a la situacion
control (células HGF transfectadas con pEYFP-N1. n = 4).
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El ARN de interferencia nhombrado como shRNA#1, redujo la expresion de
TRPA1 hasta casi la mitad, a diferencia del resto que o bien no redujeron la

expresion del canal o lo hicieron en menor medida.

shARN#1 53,5 2,56
ShARN#2 0,41 14,35
shARN#3 25,68 24 64
SshARN#4 | no hay inhibicion -

Una vez establecido el shRNA#1 como el ARN de interferencia que mejores
resultados daba en cuanto a reduccion de expresion de TRPA1 (ver tabla
superior), el siguiente paso fue medir la respuesta de TRPA1 a fenitoina y
nifedipina en células HGF transfectadas con shRNA#1. Para ello, a las 48
horas de introducir el plasmido con el ARN de interferencia en los fibroblastos
gingivales, realizamos experimentos de imagen de calcio en los que

analizamos las respuestas tanto a nifedipina como a fenitoina.

A I Control
1,00 = I shRNA1

0,75

o
0
E 0,50
S B
<
™
: [ remmeien [ eror ]
<
Fenitoina 46,23 6,27
0,25 =
Nifedipina 25,44 4.94

0,00 <

Fenitoina Nifedipina

Figura 41. (A) Amplitud de respuestas de células HGF transfectadas con plasmido control
(PEYFP-N1) y las transfectadas con el ARN de interferencia (Prueba t; n=142).
(B) Porcentaje de inhibicion en la respuestas a fenitoina y nifedipina.

Los fibroblastos transfectados con el ARN de interferencia shRNA #1,

presentaron unas amplitudes de respuesta significativamente menores,

comparadas con las respuestas en células control, tanto para la fenitoina a 500
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MM como para la nifedipina a 10 yM.

1.10. Las vitaminas antioxidantes reducen la respuesta a fenitoina en los

fibroblastos gingivales humanos:

Los pacientes que reciben tratamiento con fenitoina y que han desarrollado
agrandamiento gingival, tienen reducidos los niveles de acido ascorbico y a—
tocoferol (vitamina E) en suero sanguineo y saliva. (Sobaniec et al., 2007). Del
mismo modo, se ha demostrado que si se proporciona un suplemento de acido
félico a nifos que reciben tratamiento con fenitoina, se previene el
agrandamiento gingival. (Arya et al., 2011). Estos resultados sugieren que el
acido ascorbico, el a—tocoferol y el acido folico juegan un papel importante en
el agrandamiento gingival inducido por fenitoina. Hasta el momento, no se ha
identificado el mecanismo por el cual las vitaminas antioxidantes presentan

esta actividad profilactica en el agrandamiento gingival.

Recientemente se ha demostrado que especies reactivas de oxigeno, como el
peréxido de hidrogeno, activan el canal TRPA1 expresado en sistemas
heterdlogos (Hill y Schaefer, 2009). Ademas, esta activacion evoca un
comportamiento nociceptivo en ratones a los que se les inyecta el peréxido de
hidrégeno. Este comportamiento se reduce en los animales que carecen de
TRPA1 y en aquellos, con genotipo silvestre, a los que se les administra un
analogo de la vitamina E (Liu y Ji., 2012). Con todos estos datos, que sefialan
al canal TRPA1 como un importante sensor celular de estrés oxidativo, nos
centramos en averiguar su posible papel como diana de la actividad protectora
de las vitaminas antioxidantes en los fibroblastos gingivales humanos. Para ello
nos servimos de la imagen de calcio, comparando la amplitud de las
respuestas de las células HGF a fenitoina en presencia y en ausencia de

vitaminas antioxidantes.
Acido ascorbico:

La primera vitamina antioxidante que estudiamos fue el acido ascorbico. Este
compuesto actua como catalizador de reacciones de reduccion/oxidacion en el
interior de la célula, sirviendo como agente reductor de especies reactivas de

oxigeno, tales como el peroxido de hidrogeno, neutralizando su alta capacidad
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reactiva (Davies, Austin y Partridge., 1991).

Acido ascérbico 100 UM

Fenitoina 100 UM Fenitoina 100 UM Fenitoina 100 UM
1.2 =

F340/F380

0.0 - 60 s

Figura 42. Imagen de calcio en células HGF. En presencia de acido
ascorbico, la respuesta a la segunda aplicacion de fenitoina disminuye

Al aplicar ascorbato al mismo tiempo que fenitoina sobre las células HGF, la
amplitud de respuesta al farmaco antiepiléptico, se redujo dramaticamente. El
efecto del acido ascérbico fue reversible, de manera que la respuesta a
fenitoina se recuperd parcialmente tras una tercera aplicacion del farmaco en

ausencia del acido ascorbico.
a — Tocoferol:

El tocoferol es una de las formas que puede presentar la vitamina E. Existen
cuatro tipos de tocoferoles: alfa, beta, gama y delta. La forma a — tocoferol es
una molécula liposoluble cuya actividad antioxidante se basa en la proteccion
de la célula de los efectos de la reaccion de peroxidacion lipidica que permite la
liberacion de los radicales libres al espacio extracelular, (Brigelius—Flohé.,
1999).
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1,2 =

F340/F380

0,0 -

Fenitoina 100 UM

O- tocoferol 100 UM

Fenitoina 100 UM Fenitoina 100 UM

Figura 43. Imagen de calcio en células HGF. En presencia de a- tocoferol, la
fenitoina no logra activar ninguna célula.

Al igual que sucedio con el acido ascorbico, al afiadir a — tocoferol junto con

fenitoina, no se produjo respuesta de los fibroblastos.

Acido folico:

El acido félico tiene propiedades como quelante de radicales libres lo que le

confiere actividad antioxidante (Joshi et al., 2001). Al anadir acido folico a las

células HGF junto con fenitoina, no hubo elevacion de calcio en los fibroblastos

(Figura 44).

F340/F380

0,0 ~

Fenitoina 100 UM

Acido félico 100 UM

Fenitoina 100 UM Fenitoina 100 uv

60 s

Figura 44. Imagen de calcio en células HGF. En presencia de &cido félico, la
respuesta a fenitoina se ve inhibida.
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Dado que las aplicaciones repetidas de fenitoina redujeron la amplitud de la
respuesta de calcio en la células HGF (i.e. taquifilaxis) (Figura 45), intentamos
estimar esta desensibilizacion para recalcular el porcentaje real de bloqueo

producido por las distintas vitaminas antioxidantes.

1,5 =

Fenitoina 100 UM Fenitoina 100 UM Fenitoina 100 UM

F340/F380

0,0 =

Figura 45. Experimento control en células HGF. Tres aplicaciones de
fenitoina a intervalos de cinco minutos.

El céalculo del coeficiente de desensibilizacién del canal y los porcentajes de
inhibicion lo realizamos utilizando las siguientes féormulas matematicas (Malkia
et al., 2007):

Coeficiente de desensibilizacion (CD) = Respuesta a la segunda aplicacion
de fenitoina en la situacion control / Respuesta a la primera aplicacion de

fenitoina en la situacion control

Inhibicion = 1 — (Respuesta a la sequnda aplicacion de fenitoina y vitamina/
Respuesta a la primera aplicacion de fenitoina x CD)

Coeficiente 42 99 7,06 _
desensibilizacién -
Acido ascérbico 80,26 1,41 91,51 0,61
a - Tocoferol 78,04 2,24 90,56 0,96
Acido Félico 73,77 0,97 88,72 1,05
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Los porcentajes de inhibicion calculados para la respuesta a la segunda
aplicacion de fenitoina junto con la vitamina correspondiente; acido fdlico, a-
tocoferol o acido ascérbico, fueron superiores al 70% cuando se tuvo en cuenta
el coeficiente de desensibilizacion de TRPA1 a sucesivas aplicaciones de

fenitoina.

Al normalizar las amplitudes de respuesta de la segunda y tercera aplicacion de
fenitoina respecto a la respuesta a la primera aplicacion, vemos como en
presencia de vitaminas la amplitud de respuesta a fenitoina disminuye hasta
niveles casi basales para luego recuperarse en la tercera aplicacion de

fenitoina a valores cercanos a los de la situacion control.

e C Ontrol

—8— Ac. Ascorbico
1,2 1 o-tocoferol
—¥— A. Folico

0,8 =

0,4 =

Cociente Fura Normalizado

0,0 T T T
1 aplicacion 2 aplicacion fenitoina 3 aplicacion
fenitoina y vitamina fenitoina

Figura 46. Representacion grafica del ratio de fura normalizado a la primera
respuesta a fenitoina (ANOVA con post test Dunnet; n=270).

1.11. Las vitaminas antioxidantes, a excepcion del a—tocoferol, reducen la

respuesta a nifedipina en los fibroblastos gingivales humanos:

En vista de los resultados obtenidos con las tres vitaminas mencionadas sobre
la respuesta a fenitoina, decidimos probar su posible efecto inhibitorio sobre la
respuesta a nifedipina. Para estos experimentos cambiamos el protocolo,
aplicamos la vitamina correspondiente antes de la primera aplicacion de
nifedipina, ya que repetidas aplicaciones de nifedipina desensibilizaban el canal

impidiendo ver respuesta al farmaco en experimentos de imagen de calcio.
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Nifedipina 30 um Nifedipina 30 UM

F340/F380

Figura 47. Imagen de calcio en células HGF con dos aplicaciones de
nifedipina con un intervalo de lavado de cinco minutos.

Tanto el acido ascoérbico como el &cido félico redujeron significativamente la
amplitud de la respuesta a nifedipina en los fibroblastos gingivales humanos,

aunque sin llegar a inhibir completamente la respuesta.

2,0 - Acido ascorbico 100 um

Nifedipina 30 um Nifedipina 30 UM

F340/F380

0,0 =

Figura 48. Imagen de calcio en células HGF aplicando nifedipina en
presencia de acido ascorbico.

Por otro lado, la presencia de a—tocoferol no redujo la respuesta a nifedipina 30
WM (Figura 49).
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——

Amplitud de respuesta normalizada (AF340/F380)

T
Control Ac. Ascorbico alfa-Tocoferol Ac. Folico

Figura 49. Histograma con las amplitudes de respuesta a nifedipina 30
MM y vitaminas, normalizada a la respuesta en ausencia de vitaminas de
la situacién control (negro) (ANOVA con post test Dunnet; n>55, n<85).

Respecto al numero de células que responden a nifedipina en presencia de

vitaminas, no existe variacion en comparacion con la situacion control.
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% células HGF que responden a nifedipina

Control Acido o-tocoferol Acido
Ascorbico Félico

Figura 50. Porcentaje de células que responden a nifedipina en la
situacién control (negro), en presencia de &acido ascorbico (rojo), a-
tocoferol (verde) o acido félico (azul).

El efecto inhibitorio de las vitaminas antioxidantes a la respuesta a nifedipina es

75



menor al que se produce sobre la respuesta a fenitoina.

1.12. Los farmacos que inducen agrandamiento gingival no inducen la

proliferacion de los fibroblastos gingivales humanos en cultivo:

Como se ha comentado en la introduccion, el agrandamiento gingival esta
producido por una acumulacion de componentes de la matriz extracelular en el
tejido conectivo de las encias. Sin embargo, diversos trabajos apoyan la idea
de que el agrandamiento gingival se deba a un aumento del numero de células
que componen la encia, en lugar de la acumulacion de colageno en el tejido
gingival. Asi, un estudio realizado en fibroblastos en cultivo obtenidos a partir
de muestras humanas, sefala que el tratamiento de los mismos con fenitoina o
nifedipina, induce la proliferacion celular. (Sano et al., 2004). Asimismo, segun
otro trabajo, estos fibroblastos no s6lo presentan una mayor proliferacion, si no

que también ven disminuida su actividad apoptotica. (Kantarci et al., 2007).

Mediante el ensayo de proliferacion celular conocido como ensayo MTT,
buscamos dilucidar si la presencia de alguno de los farmacos que inducen el
agrandamiento gingival, producia un aumento en el numero de fibroblastos en
cultivo. En un primer ensayo, afiadimos los farmacos disueltos en DMSO, al
medio de cultivo a una concentracién de 1 yM durante 24 horas, midiendo la

densidad optica del formazan en los dias 1y 7 tras el tratamiento.

Tratamiento durante un dia === C 0ntrol B Tratamiento durante una semana

=8=DMS 0
=d=H (030031
=¥=AITC
Nifedipina 1,24
—P—Fenitoina
—&—Ciclosporina A

D.O.a 570 nm

D.O.a 570 nm

00T T T T T T T T 0,0 =4y T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7

Dias tras tratamiento Dias de tratamiento

Figura 51. Ensayo MTT de proliferacion celular en células HGF en cultivo. (A) Resultados
tras un dia de tratamiento. (B) Resultados tras una semana de tratamiento (ANOVA con post
test Dunnet; n=16).



Tras 1 dia de tratamiento, ninguno de los farmacos que inducen el
agrandamiento gingival, produjo un aumento en el numero de fibroblastos en
cultivo en relacion a la situacion control, ni al dia posterior al tratamiento ni a los
7 dias del mismo (Figura 51A). Por ello, decidimos realizar un tratamiento mas
severo, manteniendo la concentracion de todos los farmacos a 1 uM, pero
dejandolos en el medio durante los siete dias del estudio. En este segundo
ensayo, tampoco observamos un aumento de la proliferacion celular en

presencia de ninguno de los farmacos a estudio (Figura 51B).

De los farmacos que inducen el agrandamiento gingival, ni la ciclosporina A ni
la nifedipina, produjeron un aumento significativo en el numero de fibroblastos
en el medio, de hecho, éste numero fue significativamente menor al nivel de
proliferacion de la situacién control. Las células HGF tratadas con fenitoina

presentaron una concentracion celular similar a la de la situacion control.

En cualquier caso, ninguno de los tres farmacos que inducen el agrandamiento
gingival, produjo la proliferacion celular de los fibroblastos gingivales humanos

en cultivo.

En el mismo experimento, testamos los efectos del bloqueante de TRPA1, HC
030031 y del agonista AITC, ninguno de ellos produjo un aumento de la
proliferacion distinto del que se producia en la situacion control, por lo que ni la
activacion ni la inhibicion del canal TRPA1 parecia tener incidencia en la
proliferacion de los fibroblastos gingivales humanos.



2. TRPA1 como mediador del dolor neuropatico inducido
por oxaliplatino

2.1. El oxaliplatino activa el canal TRPA1 expresado en células CHO:

Los sintomas agudos derivados del tratamiento con oxaliplatino; sensibilidad al
frio, parestesia y disestesia en las extremidades, se exacerban tras la
exposicion al frio (Webster et al., 2005). Por ello pensamos que el oxaliplatino
podia tener un efecto sobre los canales TRP sensibles a bajas temperaturas,
como son TRPA1 y TRPM8. Para aclarar esta posibilidad, nos servimos de la
imagen de calcio, administrando oxaliplatino a las células que expresan el
canal TRPA1.

2,5
Oxaliplatino 25 um AITC 100 um

F340/F380

0,0 —r 60 s

Figura 52. Imagen de calcio en células CHO — TRPA1 en la que se
muestra la activacion por oxaliplatino.

Al aplicar oxaliplatino sobre las células que expresaban TRPA1, se produjo un
aumento de calcio en las mismas células que posteriormente se activaron con
el aceite de mostaza. Sin embargo, no todas las células que respondieron a

mostaza respondieron a oxaliplatino.

Cabe destacar, que el oxaliplatino no produjo ninguna respuesta en células
CHO silvestres, las cuales no expresan el canal TRPA1 (figura 53).
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1,00
Oxaliplatino 100 uM AITC 100 uM lonomicina 10 uM

F340/F380

0,00 -

Figura 53. Oxaliplatino, aceite de mostaza e ionomicina sobre
células CHO que no expresan TRPA1.

El oxaliplatino activé el canal TRPA1 en una forma dosis-dependiente, la curva
dosis respuesta realizada en las células CHO — TRPA1 (Figura 54) presenta
forma de campana, con un aumento del calcio intracelular desde
concentraciones bajas (1 pyM), hasta la maxima concentracion empleada (500
MM). La maxima amplitud de respuesta la encontramos a 50 uM.

1,0 4

A F340/F380
o
(S}
1

0,0 ~

1uM 10 uM 25 UM 50 uM 100 M 500 uM
Concentracién oxaliplatino

Figura 54. Curva dosis — respuesta para el oxaliplatino en células
CHO - TRPA1.
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El antagonista especifico del canal TRPA1, el compuesto HC 030031, al ser
aplicado junto con oxaliplatino sobre las células CHO — TRPA1, produjo una
disminucién de la respuesta a oxaliplatino. Este resultado sugiere que el
incremento de calcio intracelular que observamos al aplicar el oxaliplatino se

realizd a través del canal TRPA1.

0,89

Oxaliplatino 100 uM AITC 100 um
HCO030031 20 uM

1,5 =
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*%¥

F340/F380
AF340/F380
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0,0 = 60s 0,0 -
Oxaliplatino HC 030031 Lavado

Figura 55. (A) Imagen de calcio sobre CHO — TRPA1 aplicando HC 030031 sobre la respuesta
a oxaliplatino. (B) Histograma de amplitudes de respuesta a oxaliplatino, oxaliplatino y HC
030031 y tras el lavado del bloqueante. (ANOVA medidas repetitivas post test Bonferri; n=96).

Asimismo, la aplicacion de oxaliplatino en una solucion sin cloruro calcico
anadido y con un quelante de calcio (1 mM EGTA), no produjo ninguna

respuesta en células CHO — TRPA1.

Cero calcio

Oxaliplatino 100 uM AITC 100 um

F340/F380

Figura 56. La aplicacion de oxaliplatino en ausencia de calcio extracelular
sobre células CHO — TRPA1.
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Al volver a la solucion control (2.4 mM de calcio), se produjo un aumento del
calcio intracelular en algunas células. Este “efecto rebote” se ha descrito

previamente en células que expresan el canal TRPA1 (Zurborg et al., 2007).

2.2. El oxaliplatino produce la liberacidén de especies reactivas de oxigeno
que activan TRPA1:

Segun el trabajo de Nassini y colaboradores (2011), el oxaliplatino no activa
directamente TRPA1; serian subproductos del estrés oxidativo los que activan

el canal.

A GSH 1mM B
1,0, Oraliplatio 2514 Oxalplatino 25 M Oxalplaino 25 1 AITC 100 i 06

08+ m *

04+ u

F340/F380
AF340/F380

00-
00- 60s Owliptiio  OxaliplainoyGSH  Oxalplatino

Figura 57. (A) Imagen de calcio en células CHO — TRPA1 en el que se afiade
glutation (GSH) y oxaliplatino. (B) Histograma con las amplitudes de respuesta
(ANOVA medidas repetitivas post test Bonferri).

En presencia de glutation, agente reductor de los enlaces sulfhidrilo que se
pueden forman entre las cisteinas de TRPA1 tras la adicion de compuestos
electrofilicos, no observamos respuesta a oxaliplatino en las células que
expresaban TRPA1. Cuando aplicamos de nuevo el oxaliplatino sin el quelante,

la respuesta del canal se recuperd.

2.3. Los efectos del oxaliplatino sobre la amplitud de respuesta a frio

varian con la concentracion:

Como se ha mencionado anteriormente, los sintomas agudos de neuropatia en
pacientes que reciben tratamiento con oxaliplatino, se agravan con la
exposicidon a bajas temperaturas. Precisamente, estas bajas temperaturas

pueden activar el canal TRPA1 (Story et al., 2003): en experimentos in vitro,



cuando la temperatura baja de 18°C, el canal se abre permitiendo la entrada de

calcio extracelular.

En los apartados anteriores hemos demostrado como el oxaliplatino activa
TRPA1 expresado en sistema heterdlogos, 1o que nos llevd a preguntarnos el
papel que el oxaliplatino podia jugar en la respuesta de TRPA1 a bajas
temperaturas. Para ello realizamos un experimento de imagen de calcio en el
que observamos el efecto de diversas concentraciones de oxaliplatino sobre la

respuesta a frio en células CHO-TRPA1.

20 = 2,0 -

Oxaliplatino 500 M

o
| |

F340/F380
1

Figura 58. Imagen de calcio en células CHO-TRPA1 usando un protocolo de 3 pulsos de
frio. En (A) se muestra las respuestas control. En (B) se muestra el efecto de 500 yM
oxaliplatino aplicado durante el segundo pulso de frio.

En el experimento control, las células CHO-TRPA1 fueron sometidas a tres
pulsos de frio, en el que la temperatura de la camara de registro descendio por
debajo de los 18°C, separados por cinco minutos de lavado a temperatura
superior a 30°C. Para averiguar el efecto de las diferentes concentraciones de
oxaliplatino sobre la respuesta a frio, usamos el mismo protocolo de la

situacion control, aplicando el oxaliplatino sobre el segundo pulso de frio.

Para comparar el efecto de las distintas concentraciones, normalizamos la
amplitud de respuesta a frio y oxaliplatino a la amplitud de respuesta del primer

pulso de frio.
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Figura 59. Representacion grafica del efecto de las diferentes
concentraciones de oxaliplatino sobre la segunda respuesta a frio (ANOVA
post test Bonferri. n>117; n<229).

En la situacién control, observamos una disminucion gradual del tamafo de
respuesta con cada aplicacion de frio, o que indica una desensibilizacion del
canal a repetidos pulsos de frio.

La concentracidn minima a la que vimos respuesta de TRPA1 a oxaliplatino
cuando el canal se encuentra expresado en sistema heterologos, 1 yM, produjo
una clara potenciacion en la amplitud de la segunda respuesta a frio. Mientras
que la maxima concentracion empleada, 500 yM, produjo un aumento en la

amplitud de la respuesta al tercer pulso de frio.

Sin embargo, el resto de concentraciones de oxaliplatino empleadas no
tuvieron un efecto significativamente diferente al de la situacion control sobre

las respuestas a frio.

Parece, por tanto, que la menor concentracion de oxaliplatino potenciaba el

efecto activador del frio sobre el canal TRPA1.

2.4. El oxaliplatino aplicado sobre la respuesta a frio cambia la

temperatura umbral del TRPA1:

Entre las diferentes concentraciones de oxaliplatino usadas sobre la respuesta
a frio de las células CHO — TRPA1, estudiamos la temperatura umbral tanto



para la menor concentracion empleada (1 yM) como para la mayor (500 uM).
Calculamos la diferencia de temperatura umbral entre el primer pulso de frio y

el segundo pulso de frio junto con oxaliplatino a estas concentraciones.
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Figura 60. Diferencia entre la temperatura umbral del segundo pulso de
frio y del primero (ANOVA post test Bonferri. n>96; n<229).

En la situacién control, es decir, en el experimento de tres pulsos de frio sin
oxaliplatino, vimos que la diferencia entre la temperatura umbral del segundo
pulso y el primero tenia valores negativos, lo que se traduce en que la
temperatura umbral del segundo pulso era menor que la del primero, indicando
la desensibilizaciéon del canal a repetidos pulsos de frio. Cuando aplicamos
oxaliplatino a 1 uM sobre la segunda aplicacion de frio, la temperatura umbral
de la respuesta al segundo pulso de frio practicamente no varié respecto al
primero, pero si varia en relacion a la diferencia de temperaturas umbrales del
experimento control. Es decir, en el segundo pulso de frio con 1 uyM de
oxaliplatino no vimos una disminucién de temperatura umbral como la que

observamos en el experimento control.

Por otro lado, cuando anadimos 500 uM de oxaliplatino la temperatura umbral
del segundo pulso de frio resultd ser superior a la temperatura umbral del
primer pulso de frio, indicando la sensibilizacién del canal a un estimulo
térmico. Es decir, en el segundo pulso de frio junto con oxaliplatino la
temperatura umbral aumenté en dos grados a diferencia del experimento

control en el que la temperatura umbral disminuyo 1,5 grados.



2.5. El oxaliplatino no activa el canal TRPM8 expresado en células HEK
293:

Quisimos comparar el efecto del oxaliplatino sobre los dos canales TRP
activados por frio, TRPM8 y TRPA1, bajo condiciones experimentales similares.
Para ello realizamos experimentos de imagen de calcio en células HEK 293
transfectadas con hTRPA1 o hTRPMS.

25 Oxaliplatino 10 uMm AITC 100 v 2,5 =

Oxaliplatino 10 WM Mentol 100 M

2,0 4 2,0 =
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F340/F 380
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Figura 61. Imagen calcio en HEK 293 transfectadas:. (A) Células transfectadas con hTRPA1 y
que respondieron tanto a oxaliplatino como a aceite de mostaza. (B) Las células transfectadas
con hTRPMS8 no respondieron a oxaliplatino pero si a mentol 100 uM .

El oxaliplatino activdé el canal TRPA1 mientras que no produjo un aumento
significativo del calcio intracelular en las células transfectadas con el canal
TRPMS8. A cada aplicacion de oxaliplatino (de 3 min) le siguieron 5 minutos de
lavado con solucidn control, seguida de una aplicacion de mentol a 100 yM
sobre las células transfectadas con TRPMS8, y aceite de mostaza a 100 yM
sobre las células transfectadas con TRPA1. Conforme aumentabamos la
concentracion de oxaliplatino de 1 a 50 pM, observamos como disminuia la
amplitud de la posterior respuesta a mentol (Figura 62), lo que nos llevo a
pensar que el oxaliplatino podria actuar como inhibidor del canal TRPMS8, a

diferencia del canal TRPA1 que se activaba por el mismo agente quimico.



Resultados

CJAITC
1,2 5 I Mentol
0,8 -
o
e 0]
™
L
=)
S ]
™
& I
<
0,4 -
0,0
1 10 25 50 100 500
Concentracion oxaliplatino (uM)

Figura 62. Amplitud de respuesta a AITC por parte de las células transfectadas
con TRPA1 (barras amarillas), y a mentol por las células transfectadas con TRPM8
(barras verdes), tras la aplicacion de oxaliplatino (ANOVA con post test Dunnet;
n>60; n<70 ).

Al aumentar la concentracion de oxaliplatino, no se produjo respuesta alguna
en las células transfectadas con TRPMS8, sin embargo, la amplitud de respuesta
a mentol disminuia. Siendo la menor respuesta a mentol aquella que se produjo

tras la aplicacion de 50 uM de oxaliplatino.

2.6. La amplitud de respuesta de TRPM8 a frio y mentol disminuye en
presencia de oxaliplatino:

El canal ionico TRPMS8 es sensible a frio; su temperatura umbral se situa por
encima de la temperatura de activacion del TRPA1, 28°C (McKemy et al. 2002).
Asimismo, TRPM8 se expresa en neuronas sensoriales de ganglio trigémino y
raquideo (McKemy et al., 2002; Nealen et al., 2003; Kobayashi et al., 2005), por
lo que consideramos importante evaluar el efecto del oxaliplatino sobre la
respuesta a frio de este canal. Para ello nos servimos del mismo protocolo de
tres pulsos de frio utilizado en células CHO-TRPA1, pero cambiando estas
células por las CRM1 que expresan de forma constitutiva TRPMS.
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Figura 63. Imagen de calcio en células CRM1. (A) Control: 3 pulsos de frio. (B) 3 pulsos de
frio con oxaliplatino sobre el segundo pulso.

En la situacion control la amplitud de respuesta en el segundo pulso de frio fue
menor en comparacion con el primero, sin embargo, no apreciamos diferencia
entre la amplitud de respuesta al segundo pulso de frio frente al tercero (Figura
64).
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Figura 64. Cociente de fluorescencia normalizado para el experimento
control (negro) y el experimento con oxaliplatino (rojo) (Prueba f;
n>122; n<130).

Por contra, cuando afiadimos oxaliplatino sobre la segunda aplicacién de frio,
la amplitud de la respuesta disminuy6 significativamente. Sin embargo, y a
diferencia de lo que sucedio con las células CHO-TRPA1, la respuesta al tercer
pulso de frio siguio disminuyendo.
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En cuanto a la temperatura umbral, no observamos una diferencia significativa

entre los pulsos de frio con o sin oxaliplatino (Figura 65).
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Figura 65. Grafica con la diferencia de temperatura umbral entre el
segundo pulso de frio y el primero. Situacién control (negro) y con
oxaliplatino 50 uM sobre la segunda aplicacion de frio (rojo).

Teniendo en cuenta estos resultados, el oxaliplatino parece actuar mas como
un inhibidor que como un agonista del canal TRPM8 durante la activacion por
frio. Esta idea nos llevd a investigar el efecto del oxaliplatino sobre la respuesta
a mentol en células CRM1. Para ello realizamos un protocolo similar al de los

tres pulsos de frio, cambiando el frio por mentol, agonista quimico de TRPM8.
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Figura 66. Imagen de calcio en células CRM1. (A) Control: 3 aplicaciones de mentol.
(B) 3 aplicaciones de mentol afiadiendo oxaliplatino sobre la segunda aplicacion.
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En la situacion control, la amplitud de respuesta disminuy6 con las aplicaciones
consecutivas de mentol a 100 yM. Al anadir oxaliplatino sobre la segunda
aplicacién de mentol, la amplitud de la respuesta se redujo significativamente
comparado con la segunda respuesta observada en el protocolo control.
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Figura 67. Efecto del oxaliplatino sobre la amplitud de respuesta a
mentol en células CRM1 (Prueba t; n=220).

La amplitud de la tercera respuesta a mentol tras la aplicacion de oxaliplatino
aumentd, siendo mayor incluso que la amplitud de la misma respuesta en la

situacion control.

En vista de estos resultados, podemos concluir que el oxaliplatino actua como
inhibidor del canal TRPMS8, ya que reduce la amplitud de respuesta a frio y
mentol. Esta reduccion de respuesta es reversible si el agonista es el mentol,

pero no asi si el agonista es el frio.

2.7. Las neuronas del ganglio raquideo en cultivo no responden a

oxaliplatino:

Una vez demostrado que el oxaliplatino activa el canal TRPA1 y reduce las
respuestas a mentol y frio del canal TRPM8, cuando ambos canales se
expresan en sistemas heter6logos, pasamos a comprobar el papel del
oxaliplatino en neuronas del ganglio raquideo, ya que distintas subpoblaciones

de estas neuronas expresan ambos canales (Story 2003; Kobayashi et al.,
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2005). Para ello realizamos cultivos de neuronas del ganglio raquideo de
ratones con genotipo silvestre. Para identificar los distintos canales TRP que
expresaba cada neurona, tras el oxaliplatino afadimos, secuencialmente,
agonistas especificos de tres canales TRP termosensibles; aceite de mostaza a
100 uM para activar TRPA1, mentol 300 uM para activar TRPM8, capsaicina 1
MM para activar TRPV1, y finalmente, cloruro de potasio a 45 mM para
comprobar la viabilidad de las neuronas.
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Figura 68. Imagen de calcio en neuronas de raiz del ganglio dorsal.

No observamos respuesta alguna a oxaliplatino por parte de ninguna de las

157 neuronas de los cultivos de ganglio raquideo utilizados en este estudio.
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Figura 69. Porcentaje de respuesta de neuronas del ganglio raquideo
a los diferentes agonistas. (Negro: oxaliplatino, amarillo: AITC, verde:
mentol, rojo: capsaicina, naranja: AITC y capsaicina, azul: neuronas
que respondieron sdlo a cloruro de potasio).

2.8. El oxaliplatino disminuye las respuestas a cloruro de potasio de las
neuronas del ganglio raquideo:

Tras no encontrar respuestas a oxaliplatino en neuronas sensoriales, quisimos
comprobar el efecto de este agente quimioterapéutico sobre la excitabilidad
neuronal. Para ello, nos servimos de nuevo de la imagen de calcio, aplicando
tres pulsos de un estimulo despolarizante como es el cloruro potasico a 45 mM
sobre neuronas sensoriales primarias obtenidas de ratones con genotipo

silvestre.
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Figura 70. Imagen de calcio en neuronas sensoriales. (A) 3 aplicaciones de cloruro de potasio.
(B) EI mismo protocolo pero aplicando oxaliplatino conjuntamente con cloruro potasico en la

segunda aplicacion.
En la situacion control, la amplitud de las respuestas a la segunda y tercera

aplicacién de cloruro de potasio fueron menores respecto a la amplitud de la
respuesta a la primera aplicacién de KCl a 45 mM (Figura 71).
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Figura 71. Amplitud de respuesta a 3 pulsos consecutivos de cloruro
potasico (ANOVA medidas repetitivas con post test Bonferri; n=96).

Cuando se afadid oxaliplatino sobre la segunda aplicacion de potasio, la
amplitud disminuy¢ significativamente para volver a aumentar en el tercer pulso
de cloruro potasico. A diferencia de lo que sucedié en el experimento control,
tras aplicar oxaliplatino sobre la segunda respuesta y su posterior lavado, se

produjo un aumento de respuesta en la tercera aplicacion de cloruro potasico.
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Figura 72. Amplitud de respuesta a 3 pulsos consecutivos de cloruro
potasico con oxaliplatino sobre la segunda aplicacion (ANOVA medidas
repetitivas con post test Bonferri; n=96).

Asimismo, al comparar la amplitud de respuesta a la segunda aplicacion de
cloruro potasico con y sin oxaliplatino, encontramos diferencias significativas
(Figura 73).

1.4 4

1.2+

1,0

0.8

0.6 +

0.4 -

Amplitud de respuesta normalizada

0.2

0.0 -

Control Oxaliplatino 100 uM

Figura 73. Histograma de amplitud de respuesta a la segunda aplicaciéon
de cloruro potasico (rojo) y con oxaliplatino (negro) normalizada a la
respuesta a la primera aplicacion de cloruro potasico. (Prueba t; n= 96).

La presencia de oxaliplatino sobre la segunda aplicacién de cloruro potasico
disminuyo la amplitud de la respuesta. Parece, por tanto, que el oxaliplatino

actua como inhibidor en las neuronas del ganglio raquideo ante estimulos
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despolarizantes como es el cloruro potasico a 45 mM. Para indagar en esta
cuestidén, probamos un protocolo distinto en el que aplicamos cloruro potasico y
tras un minuto de perfusion anadimos el oxaliplatino. De este modo pudimos
comprobar como en presencia de oxaliplatino, el incremento de calcio
intracelular producido por el potasio disminuyé significativamente para volver a

aumentar una vez retiramos el oxaliplatino del medio.

A B
2,0+ KCI45mM Capsaicina 06+ - ok
Oxaliplatino AITC 100 tM  Mentol 300 yM 1uM  KCl45mM Y
100 uM

04

F340/F380
A F340/F380

0,04 60s 00
KCl KCly oxaliplatino Lavado

Figura 74. El oxaliplatino aplicado a mitad de la aplicacién de cloruro potasico hace disminuir la
amplitud de respuesta (ANOVA medidas repetitivas con post test Bonferri; n=49).

Ambos protocolos demostraron que el oxaliplatino redujo las respuestas de las
neuronas ante un estimulo despolarizante como es el cloruro de potasio a 45
mM.

2.9. Los animales tratados con oxaliplatino presentan un comportamiento

nociceptivo en el test de peso dinamico:

El test de peso dinamico permite calcular y discriminar el tiempo y el peso que
el animal pasa apoyado sobre cada extremidad, permitiendo inferir el efecto del
farmaco de estudio sobre la sensibilidad mecanica de las diferentes
extremidades (Tétreault et al., 2011). Previamente, este test ha sido utilizado en
el estudio de dolor neuropatico, dolor inflamatorio y dolor cronico producido por
un tumor femoral. En estos estudios se describe la diferencia en la distribucién
del peso del animal tratado respecto al control. Asi vemos como en modelos de
dolor inflamatorio, que se produce tras la inyeccidon del adyuvante completo de
Freund, los ratones inyectados tienden a apoyar un menor porcentaje de su
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peso sobre la extremidad inyectada en comparacion con los animales tratados
con el vehiculo del adyuvante (Robinson et al.,, 2012). Asimismo, en los
modelos dolor neuropatico (ligacién del nervio ciatico; Bennett et al., 1988) y
cancer 0seo en ratas, se ha comprobado como los animales tratados apoyan
menos peso sobre las extremidades afectadas en comparacion con los

animales control (Tétreault et al., 2011).

La idea de realizar este test no invasivo en ratones tratados con oxaliplatino
surgié de la necesidad de demostrar el efecto del farmaco sobre la sensibilidad
somestésica en estos animales antes de realizar la extraccion de ARN vy
posterior PCR cuantitativa de los genes de interés. Para ello tratamos ratones
de la cepa C57BL/6 con 1 mg/ml de oxaliplatino intraperitonealmente y 72

horas mas tarde realizamos el test de peso dinamico.

I Vehiculo
12 I Oxaliplatino

Peso (9)

*%*

Delantera Delantera Patas Trasera Trasera
Izquierda derecha delanteras Izquierda derecha

Figura 75. Representacion grafica de la distribucién entre las diferentes
extremidades, del peso en gramos que el animal apoya sobre el sensor.
Prueba t; n=10).

En comparacion con animales tratados con vehiculo (glucosa al 5%), los
animales inyectados con oxaliplatino apoyaron menos peso sobre las dos patas
delanteras. La categoria denominada “patas delanteras” representada en las
figuras 75 y 76 se corresponde con el momento en el que el animal juntaba las
dos patas delanteras impidiendo al sensor de peso discriminar entre ambas.



Por otro lado, los ratones tratados con oxaliplatino apoyaron un mayor peso
sobre las dos extremidades traseras respecto a los tratados con la solucién que
se utiliz6 como vehiculo (Figura 75). Este aumento en el apoyo de peso sobre
las extremidades traseras puede deberse a una compensacion en el apoyo de
los animales tratados con oxaliplatino y previamente caracterizado para los
modelos de dolor inflamatorio, dolor neuropatico y cancer éseo (Tétreault et al.,
2011).

I Vehiculo
150 [ o xaliplatino

Tiempo (s)

50

*% *x

Delantera Delantera Patas Trasera Trasera
lzquierda derecha delanteras Izquierda derecha

Figura 76. Representacion gréafica de la distribucion de tiempo entre las
diferentes extremidades (Prueba t; n=10).

En cuanto a la distribucion del tiempo que los animales tratados apoyaron cada
extremidad, observamos como el grupo de ratones inyectados con vehiculo
tendieron a estar menos tiempo apoyados sobre las extremidades delanteras
en comparacion con los tratados con oxaliplatino. Al igual que sucedi6 con la
distribucion de peso, el efecto mas evidente se observé en ambas patas
delanteras. Debido a la variabilidad, la reduccion en el tiempo de apoyo de las
patas traseras no resulto significativa en comparacion con los ratones tratados

con vehiculo.

Estos resultados nos indicaron el tipo de comportamiento nociceptivo que
produce el oxaliplatino cuando es inyectado intraperitonealmente en ratones,

caracterizado por una menor distribucion de peso en las dos patas delanteras



asi como una menor distribucion del tiempo que pasaron apoyados sobre las
dos extremidades delanteras. Este comportamiento podria atribuirse a los
efectos del oxaliplatino sobre la sensacion en las extremidades ya que produce
parestesia y disestesia de las mismas y déficits en la propiocepcidén de las
extremidades como resultado de un efecto crénico del oxaliplatino.

2.10. Los ratones tratados con oxaliplatino sobreexpresan TRPA1 en el

ganglio raquideo:

Como se ha mencionado anteriormente, los efectos secundarios derivados del
tratamiento con oxaliplatino y que afectan al sistema nervioso se pueden dividir
en dos tipos; agudos y cronicos. Los primeros pueden deberse a la activacion
del canal TRPA1, inhibicién del canal TRPM8 y reduccién de la excitabilidad

neuronal, como hemos demostrado en los apartados anteriores.

Para explicar los sintomas cronicos, pensamos en la posibilidad de que el
tratamiento con oxaliplatino modificara el nivel de expresion de los canales
TRPA1 y TRPM8. Para comprobarlo, tratamos una serie de ratones con una
inyeccion unica de oxaliplatino a 1 mg/ml, mientras que para el control tratamos
una serie de animales con el vehiculo en el que disolvimos el oxaliplatino,
glucosa 5 %. Un dia y una semana después del tratamiento, extrajimos los
ganglios raquideos y cuantificamos el nivel de expresion de los genes de
TRPA1 y TRPM8 mediante PCR cuantitativa.
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Figura 77. Grafica de expresion de TRPA1 (A) y TRPM8 (B) en los animales tratados con
oxalilpatino, normalizada al nivel de expresién de los tratados con salino. (Prueba t; n = 5).

La expresion del ARN mensajero de TRPA1 aumento6 en los ratones tratados
con oxaliplatino a los 7 dias del tratamiento. Mientras que el nivel del ARN
mensajero de TRPM8 fue similar para los dias 1 y 7, en comparacién con los

animales tratados con vehiculo.

2.11. El rastreo de los micro ARN que varian en los ratones tratados con
oxaliplatino sugiere la participacion de otros canales iénicos en la
hiperalgesia:

Los resultados obtenidos en imagen de calcio junto con los datos de PCR
cuantitativa nos sugieren que los canales iénicos TRPA1 y TRPMS8, asi como
los canales dependientes de voltaje podrian estan implicados de una u otra
forma en los efectos secundarios mediados por oxaliplatino. A continuacion,
intentamos identificar micro ARN que pudiesen estar desregulados en este
modelo de dolor neuropatico. Para ello, iniciamos una colaboracién con el
laboratorio de Marc Landry, en el Instituto Interdisciplinario de Neurociencias de
Burdeos, puesto que estudios recientes de este grupo han demostrado que
tanto los canales de calcio tipo L, como algunos micro ARN, varian en los
modelos animales de dolor neuropatico (Favereaux et al., 2011). Gracias a esta
colaboracion, pudimos realizar el rastreo de los micro ARN que modifican su
expresion en los ratones tratados con oxaliplatino. Para ello, se llevé a cabo el

mismo protocolo de inyeccidn de oxaliplatino que realizamos para cuantificar la
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expresion de TRPA1 y TRPM8. De los 348 micro ARN estudiados, decidimos
centrarnos en dos de ellos, ya que su nivel de cambio de expresion fue

significativo:

= miR -343: Segun programas bioinformaticos como Target Scan, el cual
busca en la secuencia génica la presencia de las regiones conservadas
8 mer y 7 mer que se unen al micro ARN, se predice como un micro ARN
que controla la expresion del canal de potasio dependiente de voltaje Kv
7.3 (KCNQ3).

= miR — 26b: Este micro ARN se predice que controla la expresion del
canal de calcio dependiente de voltaje Ca, 1.2 (CACNA1C).

Una vez realizado el rastreo y elegir a miR-343 y miR-26b como los mas
interesantes del estudio de entre los micro ARN que mas variaban su
expresion, nos decidimos a comprobar la expresidon de los genes diana que se
predicen para dichos micro ARN.

Asi pues vimos que, mientras la expresion del miR-343 tiende a aumentar en
los ganglios raquideos de los ratones tratados con oxaliplatino, su gen diana, el
canal KCNQ3, tiende a disminuir en el mismo tejido.

I Control
5_ [ Oxaliplatino

Expresion relativa normalizada (2‘MC')

KCNQ3 miR-343

Figura 78. Expresién relativa normalizada del canal K, 7.3 (gen
KCNQ3) y de su micro ARN miR-343. (Prueba t; n=5).
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Por otro lado, la expresion del miR-26b tiende a disminuir en los ganglios
raquideos de los ratones tratados con oxaliplatino, mientras que su gen diana,

el gen Cacnala, aumenta significativamente en el mismo tejido (Figura 79).

I Control
8 ;‘ [ Oxaliplatino

>z : . -AACt
Expresion relativa normalizada (27

cacnailc miR-26b

Figura 79. Cambio en la expresién del canal Ca, 1.2 (gen Cacnal1C)y
de su micro ARN miR-26b (Prueba t; n=5).

La implicacion de los micro ARN en el modelo de dolor neuropatico inducido
por oxaliplatino requiere un estudio mas profundo que no ha sido posible
durante el desarrollo de esta tesis.
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Discusioén:
1. El canal TRPA1 como mediador del agrandamiento

gingival inducido por farmacos

En el agrandamiento gingival inducido por farmacos existe una compleja
interaccidn entre la actividad de los fibroblastos gingivales, el reemplazo de
tejido conectivo, procesos inflamatorios y factores de crecimiento que se
traducen en el aumento de varios componentes de la matriz extracelular (Arya
y Gulati., 2012). Como se ha mencionado en el apartado de resultados, este
trabajo se ha centrado en el analisis molecular del papel de los fibroblastos

gingivales en dicho agrandamiento gingival.

1.1. Los Fibroblastos Gingivales Humanos (HGF) expresan canales TRP

funcionales:

Los fibroblastos son uno de los tipos celulares mayoritarios en la composicion
de las encias junto con los keratinocitos (Lindhe et al., 2002). Como se ha
mencionado en la introduccion, tanto los odontoblastos como los fibroblastos
de la pulpa dental expresan canales TRP termosensibles. Nuestros estudios de
biologia molecular sobre fibroblastos gingivales humanos en cultivo revelaron
la expresidon de los canales TRPA1 y TRPV1, asi como la variante de TRPV1

insensible a capsaicina TRPV1b.

Por otro lado, los estudios funcionales de imagen de calcio realizados
mostraron como la adicion del agonista especifico de TRPA1, el aceite de
mostaza, fue capaz de producir un aumento de calcio intracelular en células
HGF. Sin embargo, al afiadir los agonistas especificos de TRPM8, mentol, y de
TRPV1, capsaicina, no se produjo ninguna respuesta en los fibroblastos
gingivales humanos. La falta de respuesta a mentol se explica por la ausencia
de expresion de TRPM8 en estas células. Nuestros datos sugieren que la falta
de respuesta a capsaicina se debe a la expresiéon de la variante TRPV1D,
insensible a capsaicina y protones (Lu et al., 2005). Esta variante actuaria
como dominante negativo, de manera que al tetramerizar con las variantes
silvestre de TRPV1, se formaria un canal insensible a capsaicina. (Lu et al.,
2005). La sobreexpresion de TRPV1 en las células HGF mediante transfeccion,



recuperd la sensibilidad de estos fibroblastos a capsaicina. En este caso, el
elevado nivel de expresion de TRPV1 haria que pudiesen formarse tetrameros
carentes de subunidades TRPV1b.

1.2. Los farmacos que inducen el agrandamiento gingival, a excepcién de
la ciclosporina A, activan TRPA1:

Los farmacos antiepilépticos; fenitoina y carbamazepina, asi como la
dihidropiridina nifedipina, activaron el canal TRPA1 expresado en sistemas
heterdlogos (HEK 293 y CHO — TRPA1) y en el sistema nativo objeto de

estudio: fibroblastos gingivales humanos.

Los tres farmacos produjeron el incremento de calcio intracelular. Este aumento
del calcio disminuydé hasta casi desaparecer cuando se aplicd el bloqueante
especifico del canal TRPA1, HCO030031. Asimismo, el uso de ARN de
interferencia del tipo shARN contra TRPA1 reveld la importancia de este canal
en la activacion de las células HGF por parte de fenitoina y nifedipina. La
transfeccion del shARN#1 disminuyo la expresion del canal hasta casi la mitad,
al mismo tiempo, redujo significativamente las respuestas de calcio cuando se

aplicaron fenitoina y nifedipina.

Un estudio paralelo, realizado en el laboratorio por Enoch Baltazar, ha podido
demostrar que la fenitoina activa corrientes catidnicas en células HGF, con

caracteristicas compatibles con la activacion de canales TRPA1 (Figura 80).
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Figura 80. Experimento de patch-clamp en células HGF: (A) Curva I/V que muestra el aumento
de corriente con fenitoina y como esta corriente no se produce con fenitoina y el bloqueante
HC 030031. (B) Histograma con la amplitud de corriente en presencia de fenitoina (rojo) y en
solucién control (negro). (Prueba t pareada; n=4).



Por tanto, podemos concluir, que los farmacos que inducen el agrandamiento

gingival, a excepcion de la ciclosporina A, activan el canal TRPA1.

Todos los fibroblastos en los que se ha observado un incremento de calcio
intracelular en presencia de fenitoina, carbamazepina o nifedipina,
respondieron al agonista de TRPA1, el aceite de mostaza. Sin embargo, no
todas las células que respondieron al aceite de mostaza, y que por tanto
expresan TRPA1, respondieron en presencia de fenitoina, carbamazepina o
nifedipina. Este hecho puede deberse a que el aceite de mostaza actua
formando uniones covalentes con cisteinas del extremo amino terminal del
canal, activandolo (Jordt, et al., 2004). Probablemente, la fenitoina, la
carbamazepina y la nifedipina activen el canal a través de otro mecanismo,

pues no parecen ser compuestos electrofilicos.

El mecanismo de activacion de TRPA1 por parte de la fenitoina guarda relaciéon
con la capacidad de activacién del canal ante especies reactivas de oxigeno,
ya que al aplicar vitaminas antioxidantes (acido ascorbico, a — tocoferol y acido
félico) junto con la fenitoina, la respuesta de TRPA1 se redujo hasta casi
desaparecer por completo. En consonancia con nuestros resultados, ensayos
clinicos en pacientes tratados con este farmaco antiepiléptico, han demostrado
como el uso de estas vitaminas antioxidantes reduce e incluso evita el

desarrollo del agrandamiento gingival (Arya et al., 2011).

La nifedipina es un compuesto no electrofilico, y por tanto, incapaz de formar
puentes covalentes con residuos del canal TRPA1. La activacién del mismo por
nifedipina se ve reducida, aunque no completamente, en presencia de acido
ascorbico y acido félico. Mientras que la respuesta no se redujo en presencia
de a — tocoferol. Asimismo, no observamos una disminucidén en el porcentaje
de células HGF que respondieron a nifedipina y vitaminas respecto a la
situacion control. Estos resultados podrian indicar que la nifedipina activa
TRPA1 de un modo complejo, que depende de otros factores ademas del

estrés oxidativo como la fenitoina.

La administracion de vitaminas antioxidantes evita el desarrollo del
agrandamiento gingival producido por fenitoina. Del mismo modo, la

administracion de acido ascérbico y/o acido folico podria ayudar en la



reduccion de la incidencia del agrandamiento gingival inducido por nifedipina.

1.3. El LPS, cofactor del desarrollo del agrandamiento gingival, también
activa TRPA1 en células HGF:

La placa bacteriana se forma por el depdsito sobre la superficie dental y
consiste en un entramado organico formado por restos de la destruccion de
bacterias y polisacaridos que dan lugar a una matriz intercelular, mezclado con
las propias bacterias. Entre sus componentes se encuentra el LPS de la pared
externa de las bacterias Gram negativas.

La placa bacteriana esta considerada como un importante cofactor en el
desarrollo del agrandamiento gingival ya que se ha demostrado que la
severidad del mismo se ve influida por la acumulacion de placa dental
(Armitage, 1999).

La bacteria Porphyromonas gingivalis esta presente en la placa dental. Esta
bacteria esta reconocida como factor de riesgo en el desarrollo de la
periodontitis en adultos (Griffen et al., 1998) asi como en la periodontitis
prepuberal (Guilarte & Perrone., 2003). El LPS de P. gingivalis activo el canal
TRPA1 expresado en fibroblastos gingivales humanos. Asimismo, el LPS de
Escherichia coli, bacteria presente en la flora intestinal, fue capaz de activar
TRPA1 expresado en células HGF, produciendo respuestas de mayor amplitud
que las producidas por el LPS de P. gingivalis.

El LPS de P gingivalis, a diferencia del LPS de E. coli, presenta una baja
reactividad biolégica en cuanto a la activacion del proceso inflamatorio se
refiere (Kurihara et a., 1991; Reife et al., 1995). Mas concretamente, el LPS de
P. gingivalis inyectado intramuscularmente no produce infiltrado celular en la
zona de inyeccion, tampoco estimula la expresion de las selectinas E y P,
moléculas esenciales en el reclutamiento de leucocitos durante las primeras
fases de la inflamacion. Esta baja reactividad inflamatoria permite a P. gingivalis
evadir los mecanismos de defensa innatos del huésped, colonizando y
produciendo enfermedades tales como la periodontitis (Reife et al., 1995).

El canal TRPA1 juega un importante papel en el proceso inflamatorio pues se

activa por mediadores inflamatorios, tras esta activacion del canal, se produce



la liberacion de neuropéptidos por parte de las neuronas sensoriales que
inducen vasodilatacion y reclutamiento de células inmunitarias. La baja
reactividad inmunitaria del LPS de P. gingivalis podria explicarse, en parte, por
la baja amplitud de respuesta que el lipopolisacarido de esta bacteria produce
en el canal TRPA1, asi como por el bajo porcentaje de fibroblastos gingivales
qgue responden a este LPS.

Como se ha mencionado en el apartado de resultados, P. gingivalis reside en la
cavidad oral. Sin embargo, la formacion de placa dental sobre el tejido gingival
produce la acumulacion de productos de la degradacién bacteriana, como el
LPS, que contribuyen al desarrollo de periodontitis y gingivitis (Duncan., 2008).
En base a nuestros resultados, pensamos que la acumulacion del LPS de P.
gingivalis sobre el tejido gingival podria activar el canal TRPA1 expresado en
los fibroblastos gingivales humanos in vivo, de la misma forma que hemos
demostrado que se activa en estas células en cultivo. Finalmente, esta
activacion podria contribuir al proceso de agrandamiento gingival y/o
enfermedad periodontal.

1.4. Los farmacos que inducen agrandamiento gingival no inducen la

proliferacion de los fibroblastos gingivales humanos:

Ninguno de los farmacos que inducen el agrandamiento de las encias ha sido
capaz de estimular la proliferacion de los fibroblastos gingivales en cultivo. Este
resultado contradice los trabajos publicados por Sano y Kantarci en el que
sefalan que el tratamiento de los fibroblastos humanos en cultivo con fenitoina
o nifedipina, inducen la proliferacion celular y disminuye su actividad apoptatica
(Sano et al.,, 2004; Kantarci et al., 2007). Nuestros resultados apoyan una
hipdtesis alternativa; creemos que el agrandamiento gingival podria estar
produciéndose por la acumulacion componentes de la matriz extracelular,
mayoritariamente colageno, en el tejido conectivo (Lucas et al., 1985; Deliliers
et al., 1986; Kataoka et al., 2005). La acumulacion de colageno en el tejido
conectivo se produciria por la secrecion de citoquinas por parte de los
fibroblastos gingivales (Modeér et al., 1992; Brunius et al., 1993) que inducirian
la sobreexpresion del factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) (Hong
et al., 1999). El CTGF esta presente tanto en la matriz extracelular como en el



espacio intracelular de los fibroblastos, el CTGF presente en el espacio
extracelular induciria la acumulacion de colageno en el tejido conectivo (Hong
et al., 1999), mientras que el CTGF intracelular inhibiria la progresion del ciclo
celular (Kubota et al., 2000).

El CTGF se encuentra sobreexpresado en el agrandamiento gingival inducido
por fenitoina y por nifedipina, pero no asi en el agrandamiento inducido por
ciclosporina A (Uzel et al., 2001), lo que sefiala que el mecanismo del
agrandamiento gingival producido por este farmaco inmunosupresor difiere del
mecanismo utilizado por parte de la fenitoina y la nifedipina. Segun nuestros
datos y la literatura publicada, pensamos que el agrandamiento gingival
inducido por fenitoina y nifedipina se produciria mediante un mecanismo
molecular que implicaria la activaciéon del canal TRPA1 por medio del estrés
oxidativo producido por estos farmacos, esta activacion produciria un aumento
del calcio intracelular que, como principal controlador de la expresién génica en
neuronas (Johnson et al., 1997; Dolmetsch et al., 1998), induciria la
sobreexpresion de citoquinas y CTGF con la consecuente acumulacion de
colageno en el tejido conectivo gingival.



2. El canal TRPA1 como mediador del dolor neuropatico

inducido por oxaliplatino

Actualmente, el oxaliplatino es el farmaco de referencia en el tratamiento de
tumores del tracto digestivo, especialmente en el cancer colorrectal (Extra et
al., 1990). Como se ha mencionado en la introduccion, la neuropatia sensorial
periférica inducida por oxaliplatino puede dividirse en aguda o cronica segun el
tiempo de prevalencia de los sintomas. La neuropatia aguda se produce en el
80% de los pacientes tratados con oxaliplatino, y se convierte en neuropatia
cronica entre un 15y un 20% de los casos (Gamelin et al., 2006).

Distintas evidencias sugieren que la neuropatia se produce por la accién del
oxaliplatino sobre diferentes canales i6nicos en las neuronas sensoriales

periféricas:

= Disminuye la amplitud de la corriente mediada por canales de sodio
dependientes de voltaje (Benoit et al., 2006), reduciendo a la mitad la
amplitud del potencial de accion de las neuronas sensoriales (Grolleau
et al., 2001).

= Reduce las corrientes de potasio (Benoit et al., 2006).

= Activa el canal TRPA1 expresado en sistemas heterologos, sin embargo,
no activa el canal expresado en neuronas del ganglio raquideo. Esta
activacion es dependiente de glutation, ya que en presencia de este
quelante de especies reactivas de oxigeno, no se observa activacion de
TRPA1 por parte del oxaliplatino (Nassini et al., 2011).

En este trabajo hemos mostrado como el oxaliplatino activo el canal TRPA1
expresado en sistemas heterdlogos (HEK 293 y CHO - TRPA1). Esta
activacion se vio abolida en presencia del bloqueante especifico del canal,
HC030031, asi como en presencia de agentes quelantes de especies reactivas
de oxigeno. Estos resultados corroboran los obtenidos por Nassini y
colaboradores en el que afirman que la activacion de TRPA1 es dependiente de
la formacion de especies reactivas de oxigeno, por lo que el uso de
antioxidantes, como el glutation, podrian servir para la prevencion de la

neuropatia producida en el tratamiento con oxaliplatino. De este modo se ha



descrito como la infusidn sanguinea de glutation previa a la de oxaliplatino,
previene la aparicion de los sintomas agudos de la neuropatia sin afectar a la

actividad antitumoral del oxaliplatino (Cascinu et al., 2002).

A nivel molecular hemos demostrado como el tratamiento con oxaliplatino
produce la sobreexpresion de TRPA1 a los 7 dias de la inyeccion, pero no asi
de TRPM83. Teniendo en cuenta estos datos, pensamos que la hipersensibilidad
al frio en pacientes bajo tratamiento con oxaliplatino se produce tanto por la
activacion de TRPA1, canal sensible a frio nocivo, como por la inhibicion de
TRPMBS8, canal sensible al frio moderado. A nivel cronico la sobreexpresion de
TRPA1 perpetuaria la transduccion de la sensacion de frio a temperaturas
moderadas mediante el canal sensible a frio nocivo, TRPA1 y no TRPMS,
sensor de frio moderado.

Sorprendentemente, el oxaliplatino no produjo ninguna respuesta sobre
neuronas del ganglio raquideo de raton en cultivo. Esta falta de respuesta de
las neuronas al oxaliplatino en nuestros experimentos de imagen de calcio es
consistente con lo publicado anteriormente por Nassini y colaboradores, los
cuales tampoco encontraron respuesta a oxaliplatino en dicha preparacion
(Nassini et al., 2010). Hemos extendido los resultados previos, al comprobar
que el oxaliplatino parece producir una inhibicion de las respuestas
despolarizantes evocadas por cloruro de potasio.

Estos resultados podrian explicarse por la reduccién de la amplitud del
potencial de accion de las neuronas sensoriales en presencia de oxaliplatino
(Grolleau et al., 2001) y son consistentes con los trabajos de Benoit y
colaboradores en los que describieron la disminucion de la amplitud de la
corriente mediada por canales de sodio dependientes de voltaje (Benoit et al.,
2006), asi como la reduccion de las corrientes de potasio (Benoit et al., 2006).

Asimismo, el oxaliplatino produjo la sobreexpresiéon del canal de calcio
dependiente de voltaje Ca,1.2 (Cacnalc) en los ganglios raquideos de los
animales tratados. Este gen se encuentra desregulado en diferentes modelos
de dolor neuropatico; por ejemplo, su expresion se ve reducida en los ganglios
raquideos del modelo de neuropatia producida por la ligacion del nervio ciatico
(Kim et al., 2001). Por el contrario, la expresién de este gen aumenta en el



modelo de dolor neuropatico asociado al tratamiento con gp120 (glicoproteina
120) y ddC (inhibidor de la nucleésido transcriptasa reversa) contra el virus VIH
(Maratou et al., 2009), todo lo cual indica que en dos modelos de neuropatia
inducida por farmacos (Oxaliplatino y gp120 + ddC), la expresion de uno de los
canales candidatos para la transduccién del dolor, Ca,1.2, aumenta en las
neuronas de ganglio raquideo.

En resumen; el oxaliplatino aplicado sobre neuronas sensoriales reduce las
corrientes de sodio y las de potasio alterando la excitabilidad neuronal
(Grolleau et al., 2001; Benoit et al., 2006), lo que en nuestros experimentos se
ha observado como una disminucién en la amplitud de respuesta a un estimulo
despolarizante (cloruro potasico 45 mM). A nivel crénico, los cambios de
expresion observados en el canal de calcio dependiente de voltaje de voltaje
Ca,1.2 podria modificar las caracteristicas biofisicas de las neuronas

perpetuando los efectos del proceso neuropatico de forma croénica.



Conclusions:

1.

TRPA1 channel as a potential mediator of drug-induced

gingival overgrowth:

1.1.Human Gingival Fibroblasts (HGF) express TRPA1 and TRPV1
channels, and also capsaicin insensitive TRPV1 isoform, called
TRPV1b. TRPV1 overexpression in HGF cells produces capsaicin
responses.

1.2.Drugs that induce gingival overgrowth: phenytoin, carbamazepine and
nifedipine, activate TRPA1 channels expressed in heterologous systems
(HEK 293 and CHO - TRPA1) and native systems (HGF). This
activation is blocked by the specific TRPA1 antagonist, HC030031.

1.3.The inmunosupressor agent cyclosporine A, drug that also induces
gingival overgrowth, does not activate TRPA1 channels expressed in
CHO-TRPA1 or HGF cells.

1.4.Interference shRNA expression against TRPA1 in HGF cells, reduces
TRPA1 responses to phenytoin and nifedipine.

1.5. The antioxidant vitamins ascorbic acid, a-tocopherol and folic acid, block
TRPA1 response to phenytoin. Ascorbic acid and folic acid, but not a-
tocopherol, reduced TRPA1 responses to nifedipine.

1.6.The LPS from two bacterial species that live in the oral cavity, and
described as cofactor for gingival overgrowth induction, Escherichia coli
and Porphyromonas gingivalis, activate TRPA1 channel.

1.7.Drugs that induce gingival overgrowth do not induce cellular proliferation

of human gingival fibroblasts in culture.



2. TRPA1 channel is a mediator of oxaliplatin-induced

neuropathic pain:

2.1.Oxaliplatin activates TRPA1 channels expressed in heterologous
systems (HEK 293 and CHO — TRPA1). This activation is blocked by the
specific TRPA1 antagonist, HC030031.

2.2.Glutathione, a reactive oxygen species chelator, prevent TRPA1
activation by oxaliplatin on CHO — TRPA1 cells.

2.3.The effects of oxaliplatin on cold activation of TRPA1 were dependent
on dose. At low concentration (1 pM), oxaliplatin sensitized TRPA1
responses to cold temperature. At high concentrations (500 pM),
oxaliplatin increased the temperature threshold of activation of TRPA1.

2.4, TRPMS8 expressed in heterologous systems (HEK 293 and CRM1 cells)
shows reduced responses to cold and menthol in the presence of
oxaliplatin.

2.5.Oxaliplatin does not activate TRPA1 channels expressed in DRG
neurons, suggesting an indirect mechanism of action on sensory
neurons.

2.6.Potassium chloride responses in DRG neurons are reduced in the
presence of oxaliplatin.

2.7.0Oxaliplatin treatment of wild-type mice induces TRPA1 and Cav 1.2
overexpression in DRG neurons.

2.8.Wild-type mice treated with oxaliplatin show nociceptive-related
behaviour characterized by changes in weight bearing; these mice put
less weight and spend less time standing on their front paws compared

to control animals.
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